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FORKORTELSER 
A  adenin 
AcMPAG mykofenolat-acylglukuronid 
AP-1  aktivator-protein 1 
APC  antigenpresenterende celle 
AZA  azatioprin 
AUC  arealet under tid versus konsentrasjonskurven 
bp  basepar 
BDT  Big Dye Terminator 
BPAR  biopsiverifiserte akutt rejeksjon 
B7 kostimulatorisk ligand uttrykt på APC 
C  cytosin 
C0  pre-dose konsentrasjon 
CD28 kostimulatorisk reseptor på T-lymfocyttene 
Cmaks maksimal plasmakonsentrasjon 
CMV  cytomegalovirus 
c-Myc  Myc proto onkogen protein 
CNI  kalsinevrinhemmer 
Cq  kvantifiserings sykel 
CsA  ciklosporin A 
CYP  cytokrom P450 
CyP cyklophilin 
dCTP deoksycytosintrifosfat 
DNA  deoksyribonukleinsyre 
ddNTP dideoksynukleotider 
dGDP  deoksyguanosindifosfat 
dGTP  deoksyguanosintrifosfat 
dNTP  deoksynukleotider 
dsDNA dobbelttrådet DNA 
EC-  enterodrasjert 
F  forward 
FKBP12 FK506-bindende protein, 12-kDa 
FRET  fluorescens resonans energioverføring 
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G  guanin 
GC  glukokortikoid 
GDP  guanosindifosfat 
GMP  guanosinmonofosfat 
GTP  guanosintrifosfat 
HLA  humant leukocyttantigen 
IKK  inhibitor av ĸB kinase (kinase-kompleks) 
IL-2  interleukin-2 
IMP  inosin-5`-monofosfat 
IMPDH inosin-5`-monofosfat-dehydrogenase (genprodukt) 
IMPDH genet som koder for inosin-5`-monofosfat-dehydrogenase 
MAP-kinaser mitogen-aktiverte protein kinaser 
MBK  Avdeling for medisinsk biokjemi 
MHC  hoved-histokompatibilitetskomplekset 
MMF mykofenolat mofetil  
MPA mykofenolsyre (mykofenolat) 
MPAG mykofenolat- 7-glukuronid 
MPS mykofenolat natrium 
mRNA budbringer-RNA 
MRP-2 multidrug resistens-relatert protein 2 
mTOR mechanistical target of rapamycin 
NAD nikotinamid-adenin-dinukleotid 
NADH redusert form av NAD 
NFAT nuclear factor of activated T-cells (kjernefaktor for aktiverte T-celler) 
NK-ĸB kjernefaktor kappa-B 
OUS Oslo universitetssykehus 
PCP Pneumocystis pneumonia 
PCR polymerasekjedereaksjon 
REK Regionale komiteer for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk 
PML progressiv multifokal leukoencefalopati  
R reverse 
SNV  enkeltnukleotidvariant 
ssDNA enkelttrådet DNA 
T tymin 
 9
TCR T-lymfocytt reseptor 
TE-buffer tris-EDTA-buffer 
TDM terapeutisk legemiddelmonitorering 
Tm smeltetemperatur 
Tmaks tid til maksimal konsentrasjon 
TE tris-EDTA 
Tx transplantasjon 
U uracil 
UDP uridindifosfat 
UGT uridindifosfat-glukuronosyltransferase (genprodukt) 
UGT genet som koder for uridindifosfat-glukuronosyltransferase 
wt villtype 
XMP xantosin-5`-monofosfat 
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SAMMENDRAG 
Mykofenolat (MPA) inkluderes i de fleste immunsuppressive behandlingsregimer etter 
organtransplantasjon. UDP-glukuronosyltransferasene (UGT) 1A8 og 1A9 spiller en viktig 
rolle i metabolismen av MPA. Dannelsen av den inaktive metabolitten 
mykofenolat-7-glukuronid (MPAG) skjer hovedsakelig via UGT1A9 som uttrykkes i lever, 
nyre og gastrointestinaltraktus.  UGT1A9 viser stor grad av sekvensvariasjon og ulike 
sekvensvarianter i promoter- og det kodende området er assosiert med endret uttrykk og 
aktivitet av enzymet. Den genetiske diversiteten i UGT1A9 er en mulig forklaring på de store 
individuelle forskjellene i MPA-respons, og derfor en potensiell parameter for å 
individualisere MPA-pasientbehandling. 
 
Målet med dette mastergradsprosjektet var å utvikle og validere analysemetoder for 
UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-440C>T og c.-331T>C ved bruk av 
sanntids-PCR og smeltekurveanalyse med hybridiseringsprober. Videre ønsket vi å benytte 
metodene til å undersøke sammenhengen mellom genotype og MPA-konsentrasjon blant 32 
nyretransplanterte pasienter i en pilotstudie. Formålet var å undersøke om UGT1A9-genotype 
kan være en potensiell parameter for å predikere grad av MPA-eksponering hos pasienter som 
får fast dose MPA. 
 
Genotyping ble utført ved sanntids-PCR og smeltekurveanalyse med allelspesifikke 
hybridiseringsprober på LightCycler® 480 instrument (Roche, Tyskland). PCR-primere og 
prober ble designet og vurdert ved bruk av blant annet LC Probe Design Software, BLAST, 
OLIGO and SNPCheck. Metodene ble validert med hensyn på parametre som sensitivitet, 
spesifisitet og robusthet.  
 
De etablerte og validerte metodene for deteksjon av UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T 
c.-275T>A, c.-440C>T og c.-331T>C ble benyttet til å genotype 100 kontrollindivider og 100 
nyretransplanterte pasienter, inkludert 32 pasienter  fra  en pilotstudie.  
 
Smeltepunktsanalyse, gelelektroforese og sekvensering bekreftet sensitiv og spesifikk 
deteksjon av sekvensvariantene. Metodene påvirkes ikke av forskjeller i DNA-konsentrasjon 
(>0,06 ng/µL), eller oppbevaring under ulike betingelser (<4 uker, 4-37 ⁰ C). 
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Allelfrekvens for UGT1A9 c.-2152C>T og c.-275T>A varierte fra 5-17 % mellom 
kontrollindividene (n=100) og de nyretransplanterte pasientene (n=32). De samme pasientene 
var hhv. villtype, homozygot eller heterozygot for de to sekvensvariantene. Det var også full 
korrelasjon mellom sekvensvariantene UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C. For disse 
sekvensvariantene varierte allelfrekvensen fra 23-24 % mellom pasientene (n=32) og 
kontrollindividene (n=100) (Tabell 7). 
 
Vi observerte tendens til høyere glukuronideringsaktivitet hos pasienter med 
UGT1A9-variantene c.-2152C>T og c.-275T>A, og en redusert glukuronideringsaktivitet hos 
pasientene med UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C sammenlignet med de som ikke hadde 
noen av sekvensvariantene. MPA C0-verdiene tyder på at UGT1A9 c.-2152C>T og c.-275T>A 
har størst betydning for konsentrasjonen av MPA. Det var imidlertid ingen signifikant 
assosiasjon mellom haplotype og MPA C0-verdier (Mann-Witney-U-test, signifikansnivå 5 
%). På grunn av det lave pasientantallet og få kinetikkdata (MPA C0) kan vi ikke trekke noen 
endelig slutning ut fra observasjonene våre. Tendensen vi ser i resultatene stemmer imidlertid 
godt med det som er rapportert i flere andre studier.1-3 
 
Farmakogenetiske analyser av blant annet UGT1A9-sekvensvarianter kan bidra til å øke 
kunnskapen rundt de inderindividuelle forskjellene i farmakokinetikken til MPA og potensielt 
være en parameter for individualisering av MPA-behandling. Klinisk nytteverdi av 
farmakogenetiske analyser, deriblant av UGT1A9-sekvensvarianter, må imidlertid 
dokumenteres ytterligere i flere studier som inkluderer større populasjoner og utvidede MPA-
kinetikkmålinger før genoyping kan brukes til å styre MPA-behandling. 
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1 INNLEDNING 
1.1 Organtransplantasjon 
Med transplantasjon (Tx) menes overføring av vev eller organ. Dersom transplantasjonen 
skjer mellom to genetisk ulike individer av samme art kalles dette allogen transplantasjon. En 
allogen transplantasjon vil føre til immunologiske reaksjoner hos resipienten fordi det nye 
organet eller vevet vil registreres som noe fremmed.  Dette har vært hovedutfordringen for 
utviklingen av kliniske transplantasjoner opp gjennom 1900-tallet. Det er nå over 50 år siden 
den første kliniske organtransplantasjonen ble gjennomført i Norge. Tross datidens 
begrensninger innen immunsupprimerende behandling levde pasienten i 30 dager med sin nye 
nyre.4 Mye har skjedd innen transplantasjonsmedisin siden den gang; etablering av vevstyping 
og oppdagelsen av effektive immundempende legemidler med færre bivirkninger har vært 
essensielt for utviklingen. I dag utføres det gjennomsnittlig mer enn én transplantasjon i 
døgnet ved Oslo universitetssykehus (OUS), Rikshospitalet (Figur 1). 
 
Figur 1; Antall transplantasjoner per år fra 2001-2010 ved Oslo universitetssykehus (OUS), 
Rikshospitalet. Tall hentet fra årsrapport for organdonasjon og transplantasjon 1.jan-31.des 
2010 ved OUS. 
Antall transplantasjoner 2001-2010
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1.2 Rejeksjon 
Alloimmunreaksjoner er immunsystemets forsvarsmekanismer for å beskytte oss mot det som 
er fremmed. I de fleste tilfeller er dette ønskelige og gunstige prosesser, men i forbindelse 
med en organtransplantasjon ønsker man at donororganet skal fungere hos resipienten.  
 
Hoved-histokompatibilitetskomplekset (MHC) er lokalisert på kromosom 6 og inneholder mer 
enn 200 gener som koder for proteiner involvert i blant annet prosessering og presentering av 
antigen.5 Hos mennesket kalles MHC det Humane leukocytt-antigen (HLA) komplekset. 
HLA-molekylene deles inn i tre familier, HLA klasse I, II og III, etter funksjon og struktur. 
HLA klasse I- og II-genene koder for glykoproteiner som uttrykkes på overflaten til kroppens 
celler og deres hovedfunksjon er å presentere antigen til celler i immunsystemet. HLA klasse I 
molekylene er konstitutivt uttrykt på alle kroppens kjerneholdige celler og presenterer 
peptider av intracellulær opprinnelse til CD8+ T-lymfocytter. HLA klasse II uttrykkes normalt 
kun på antigenpresenterende celler (APC), og presenterer peptider fra proteiner av 
ekstracellulær opprinnelse til CD4+ T-lymfocytter. Ved fravær av infeksjon bærer HLA klasse 
I molekylene peptider derivert fra kroppens celler. Mekanismer under T-celleutviklingen 
sørger for at autoreaktive T-lymfocytter elimineres eller inaktiveres. Det sikrer at 
immuncellene ikke angriper våre egne friske celler. Allogene HLA-isoformer eller fremmede 
peptidantigen vil derimot kunne trigge en immunrespons, selv om cellene er friske. Det er stor 
genetisk variasjon i HLA-genene og dette kan påvirke presentasjon av peptidantigen til 
T-lymfocytter. Det er størst diversitet blant HLA klasse I-genene.  Den optimale donor ved 
allogen organtransplantasjon har full HLA-forlikelighet med resipienten. 
Vevstypeuforlikelighet mellom donor og resipient fører til at resipientens T-lymfocytter 
gjenkjenner de fremmede HLA-molekylene fra cellene til det transplanterte organet og starter 
en rejeksjonsprosess, som i verste fall kan resultere i tap av organet. For å redusere risiko for 
rejeksjon tilstreber man derfor full vevsforlikelighet mellom donor og resipient.  På grunn av 
den enorme genetiske variasjonen i HLA er det bare en minoritet av pasientene som får organ 
fra en HLA-identisk donor. Type HLA-uforlikelighet har betydning for hvor sterk 
immunresponsen blir og HLA-DR-forlikelighet er rapportert å ha størst innvirkning på 
graftoverlevelse.6 Ved valg av donor prioriteres derfor grad av HLA-DR-forlikelighet. 
Imidlertid har også andre faktorer som f.eks. HLA-A og -B-forlikelighet, donors og resipients 
alder samt organets iskemitid betydning, og kan føre til at en HLA-DR uforlikelig donor 
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likevel vurderes. ABO-blodtypeforlikelighet er et absolutt krav ved nyretransplantasjon fra 
avdød donor ved OUS, Rikshospitalet. Ved transplantasjon fra levende donor kan man i 
enkelte tilfeller vurdere å se bort fra dette kravet. Ved å gjøre en cytotoksisk B- og 
T-lymfocytt crossmatch-test undersøker man om resipienten har preeksisterende antistoff mot 
donorens HLA-alloantigen. Antistoffene kan være dannet ved tidligere eksponering for 
liknende alloantigen, for eksempel ved en tidligere transplantasjon, blodoverføring eller 
graviditet. Testen skal helst være negativ for at man gjennomfører en transplantasjon, 
uavhengig om det er fra avdød eller levende donor. Donorspesifikke antistoff vil kunne 
angripe transplantatet umiddelbart etter transplantasjon og føre til en hyperakutt eller akutt 
rejeksjon.7 I tillegg vil donorspesifikke antistoff kunne bidra til utvikling av en kronisk 
rejeksjon av transplantatet. 
 
Hyperakutt rejeksjon er en antistoffmediert immunrespons hvor preeksisterende, 
donorspesifikke antistoff binder til transplantatet umiddelbart etter transplantasjon. Det fører 
til aktivering av komplementsystemet, ødeleggelse av endotelet, okkludering av kar og en 
irreversibel rejeksjon av det transplanterte organet.  
 
Akutt rejeksjon tar gjerne dager til uker å utvikle og inntreffer vanligvis i løpet av de tre første 
månedene etter transplantasjon. En akutt rejeksjon kan enten være mediert av antistoff, eller 
av alloreaktive T-lymfocytter hos resipienten, en såkalt cellulær mediert akutt rejeksjon. Akutt 
rejeksjon oppdages vanligvis som følge av nedsatt organfunksjon og andre kliniske 
symptomer og bekreftes ved biopsi. Akutt rejeksjon kan reduseres eller forhindres ved 
tilstrekkelig immunsuppresjon.  
 
Kronisk rejeksjon inntreffer vanligvis flere måneder til år etter transplantasjon. Ofte har 
pasienten hatt flere akutte rejeksjonsepisoder tidligere, som til tross for behandling kan ha ført 
til vevsskade på transplantatet. Fibrotisk vev og tubulær aterosklerose fører til iskemi i 
transplantatet og en progredierende redusert nyrefunksjon. Ved kronisk rejeksjon er det viktig 
å finne den underliggende årsaken for å kunne behandle riktig og hindre at man taper 
transplantatet.  
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1.3 Immunsuppressiv behandling etter organtransplantasjon 
For å forebygge og hemme rejeksjon av transplantatet er det nødvendig med immundempende 
behandling etter transplantasjon. Behandlingen innebærer en hårfin balansegang mellom 
pasientens og transplantatets overlevelse. For svak immunsuppresjon øker faren for rejeksjon, 
mens for kraftig immunsuppresjon øker faren for opportunistiske infeksjoner, malignitet og 
andre legemiddelrelaterte bivirkninger. Ved å kombinere flere legemidler med ulik 
virkningsmekanisme og bivirkningsprofil kan man oppnå synergistiske og additive effekter 
samtidig som man reduserer doseavhengige legemiddelspesifikke bivirkninger. Faren for 
rejeksjon er størst i tiden like etter transplantasjon, og man innleder derfor vanligvis 
behandlingen med en aggressiv immunsuppresjon, induksjonsterapi. På grunn av bivirkninger 
og at behovet for immunsuppresjon reduseres med tiden etter transplantasjon, justeres 
immunsuppresjonen gradvis til lavest mulig effektive terapeutiske dose av de ulike 
legemidlene, som må vare livet ut. Vedlikeholdsdosene skal forhindre rejeksjon men samtidig 
sikre at pasienten har et aktivt forsvar mot infeksjoner og minst mulig bivirkninger.  
 
Behandlingskombinasjoner og doseringer til ulike pasientpopulasjoner følger vanligvis 
bestemte behandlingsprotokoller. I Norge følger de fleste nyretransplantasjonspasientene et 
kvadruppelt behandlingsregime bestående av interleukin (IL) 2-reseptor antistoff 
(basiliximab/daclizumab) ved operasjon og etter fire dager, kalsinevrinhemmer (CNI; 
ciklosporin, takrolimus) eller mTOR (mechanistical target of rapamycin)-hemmer 
(everolimus, sirolimus), glukokortikoider (GC) og mykofenolsyre/mykofenolat (MPA).7  
 
Kalsinevrinhemmerne hemmer selektivt kalsinevrinmediert T-lymfocytt aktivering. 
Legemidlene binder til kalsinevrin, hemmer fosfatasens aktivitet og forhindrer dermed 
produksjon av NFAT-regulerte gener som IL2 (Figur 2). IL-2 er et sentralt regulatormolekyl i 
immunsystemet og helt nødvendig for T-lymfocytt aktivering, proliferering og differensiering 
(Figur 2). 
 
mTOR-hemmere binder til FKBP12 og danner et kompleks som bindes til mTOR-kompleks 1 
(Figur 2). Dette blokkerer signaloverføringen nedstrøms for IL-2 reseptoren på 
T-lymfocyttene slik at proliferasjon hemmes. På grunn av toksisitet og dårligere effekt mot 
akutte rejeksjoner enn CNI er ikke mTOR-hemmere anbefalt som førstehåndsterapi ved 
organtransplantasjoner.8, 9 Imidlertid utnyttes mTOR-hemmere i kombinasjonsbehandlingen 
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hvor CNI av ulike grunner ikke kan benyttes eller andre tileggseffekter av mTOR-hemmere er 
gunstige i forhold til behandlingen.5, 10, 11 
 
GC brukes både som innledende behandling (høy-dose; SoluMedrol 500 mg i.v og 
prednisolon rundt 80 mg p.o.) og vedlikeholdsbehandling (nedtrapping til 5 mg), så vel som 
ved akutte rejeksjonsepisoder. GC har en rekke fysiologiske effekter, både på leukocytter og 
andre celler i kroppen. Ved binding av GC til kjernereseptorer endres uttrykket av en rekke 
gener (Figur 2). Dette fører blant annet til nedregulering av pro-inflammatoriske mediatorer 
som IL-2, økt apoptose av leukocytter, endret emigrering av leukocytter og inhibering av 
dendrittiske celler. Alle disse responsene fører til en netto antiinflammatorisk effekt, og 
beskyttelse av det transplanterte organet.  
 
MPA og Azatioprin (AZA) er antimetabolitter med antiproliferative effekter (Figur 2). 
Tidligere ble AZA mye brukt ved immunsuppresjon etter transplantasjon. I dagens 
behandlingsregimer har imidlertid MPA nesten utelukkende erstattet AZA pga. økt 
selektivitet og redusert toksisitet. 12-15 
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Figur 2; Virkningsmekanismer for immundempende legemidler som brukes ved 
nyretransplantasjon.  
APC, antigenpresenterende celle; AP-1, aktivator-protein 1; B7, kostimulatorisk ligand uttrykt 
på APC; CD28, kostimulatorisk reseptor på T-lymfocyttene; CsA, Ciklosporin A; CyP, 
cyklophilin; FKBP, FK506 bindende protein; IKK, inhibitor av ĸB kinase; IL-2, interleukin-2; 
IL-2R, interleukin-2 reseptor; IMP, inosin-5`-monofosfat; IMPDH, 
inosin-5`-monofosfat-dehydrogenase; MAP-kinaser, mitogen-aktiverte protein kinaser; MHC 
II, hoved-histokompatibilitetskomplekset klasse II, MPA, Mykofenolat; NFAT, kjernefaktor 
for aktiverte T-lymfocytter; NK-ĸB, kjernefaktor kappa-B; TCR, T-lymfocyttreseptor; XMP, 
xantosin-5`-monofosfat.  
 
1.3.1 Mykofenolat 
MPA ble først isolert fra Penicillium brevicompactum, og er et fermenteringsprodukt av flere 
Penicillium arter.16 Forbindelsen viste lovende effekter innenfor flere indikasjonsområder, 
særlig ble det evaluert for sine antineoplastiske effekter. Tross lovende resultater i flere 
eksperimentelle modeller, ble MPA forkastet i klinisk anticancerterapi. MPA ble først brukt 
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som immunsuppresjon i klinisk praksis omkring 1990. I dag er MPA veletablert som 
immunosuppressivt legemiddel og inngår i de fleste behandlingsregimer etter allogen 
organtransplantasjon. I Norge har MPA indikasjon som profylakse mot akutt rejeksjon etter 
nyre-, hjerte- eller levertransplantasjon i kombinasjonsbehandling med ciklosporin og GC.17 
Legemidlet ble godkjent basert på resultatene fra tre, randomiserte, dobbeltblindede, 
kontrollerte, multisenter fase III-studier avsluttet i 1995.18-20 Studiene viste at 
kombinasjonsterapi med MPA, ciklosporin og GC ga en signifikant reduksjon i risiko for 
akutt rejeksjon og forlenget levetid for transplantatet sammenlignet med placebo eller AZA.18-
20  
 
Figur 3; Strukturformler for mykofenolatmofetil (MMF) og mykofenolsyre (MPA). 
 
Problemer med lav peroral biotilgjengelighet av MPA ledet til utviklingen av 
mykofenolatmofetil (MFF), en syntetisk 2,4-morfolinoetyl prodrugester av MPA. I Norge 
markedsføres MFF per dags dato som CellCept® (Roche), Mycophenolatemofetil (Sandoz), 
Myfenax (Teva) og Mykofenolatmofetil (Actavis). I tillegg finnes det en enterodrasjert (EC-) 
formulering av mykofenolat-natrium (MPS) registrert under navnet Myfortic® (Novartis).  
 
MPA doseres etter standard retningslinjer for alle individer innen en transplantasjonsgruppe.7 
For nyre-Tx pasienter administreres vanligvis MFF (CellCept®), eller synonympreparater, i 
doser på 1 eller 0,75 gram to ganger daglig, avhengig om de står på henholdsvis ciklosporin A 
(CsA) eller takrolimus. Det tas ikke hensyn til kjønn, alder, vekt eller underliggende 
Mykofenolatmofetil (MMF)
Mykofenolsyre (MPA)
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grunnsykdom i klinisk bruk, tross at man kjenner til at det er store intra- og interindividuelle 
forskjeller både i MPAs farmakokinetikk og -dynamikk.21, 22 
 
1.3.1.1 Farmakodynamikk 
MPA er en potent, selektiv og reversibel hemmer av inosinmonofosfat dehydrogenase 
(IMPDH). Det finnes to IMPDH-isoenzymer, type 1 og type 2, som kodes for av hhv. 
IMPDH1 og IMPDH2. MPA hemmer begge isoenzymene, men er en fem ganger mer potent 
hemmer av IMPDH type 2 enn av type 1.23 IMPDH katalyserer omdanningen av 
inosin-5`-monofosfat (IMP) til xantosin-5`-monofosfat (XMP) som er det 
hastighetsbestemmende trinnet i de novo syntesen (nysyntesen) av guanin- og 
deoksyguaninnukleotider (Figur 4). Tilgang på purinnukleotider er essensielt for 
celleproliferasjon og differensiering og nivåene opprettholdes gjennom en kombinasjon av de 
novo syntese og salvage synteseveier. Salvage synteseveier resirkulerer frie purinbaser og 
nukleotider som stammer fra nedbryting eller cellulært opptak og er hovedkilden til 
purinnukleotider i de fleste celler.  Lymfocyttene er derimot avhengige av de novo 
purinnukleotidsyntese for å proliferere. Hemming av IMPDH vil derfor gi en relativt selektiv 
hemming av T- og B-lymfocyttproliferasjon og i liten grad påvirke andre celler som kan 
benytte salvage synteseveier.24, 25  
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Figur 4; Syntese av guanin- og deoksyguaninnukleotider.  
dGDP, deoksyguanosindifosfat; dGTP, deoksyguanosintrifosfat; GDP, guanosindifosfat; 
GMP, guanosinmonofosfat; GTP, guanosintrifosfat; IMP, inosin-5`-monofosfat; IMPDH, 
inosin-5`-monofosfat-dehydrogenase; MPA, mykofenolat; NAD, nikotinamid-adenine-
dinukleotid; NADH, redusert form av NAD; XMP, xantosin-5`-monofosfat.   
 
I tillegg til direkte hemming av T- og B-lymfocyttproliferasjonen bidrar også andre 
mekanismer til MPAs immundempende effekt. Uttrykket av adhesjonsmolekyler endres slik 
at immuncellenes adhesjon til og penetrering gjennom endotelet og ut til det inflammerte 
vevet hemmes. Redusert infiltrasjon av immunceller bidrar videre til at produksjonen av 
proinflammatoriske cytokiner reduseres. Høye konsentrasjoner av nitrogenoksid fører til 
dannelse av reaktive oksygenmetabolitter som kan skade vev. MPA fører til redusert aktivitet 
av induserbar nitrogenoksid-syntase. Redusert konsentrasjon av nitrogenoksid som en følge 
av MPA-behandling vil derfor redusere vevsskade og potensielt forhindre rejeksjon av 
transplantatet.25 
 
Det er stor inter- og intraindividuell variasjon i basal IMPDH-aktivitet (uten hemmer) og grad 
av enzymhemming under MPA-behandling, dvs. farmakodynamisk respons.26, 27 
Lymfocyttaktivering fører til en økt IMPDH-aktivitet og forskjeller i immunstatus kan bidra 
til å forklare noe av variasjonen som observeres for IMPDH-aktivitet og MPA-respons.26-28 I 
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tillegg kan genetiske faktorer ha betydning for variasjonen mellom individer. 
Sekvensvarianter i genene som koder for IMPDH type 1 og type 2 kan bidra til forskjeller i 
farmakodynamisk respons. Sekvensvarianter i genene som koder for de to 
IMPDH-isoenzymene, hhv. IMPDH1 og IMPDH2, har blitt assosiert med 
IMPDH-aktivitetsnivå og risiko for rejeksjon etter transplantasjon.28, 29 For nyre-Tx pasienter 
som behandles med MPA er det rapportert signifikant høyere forekomst av akutt rejeksjon 
blant pasientene med IMPDH1-enkeltnukleotidvariantene (SNV) 125G>A (rs2278293) og 
106G>A (rs2278294).28 IMPDH2-varianten 3757C>T (rs11706052) har blitt assosiert med 
både høyere IMPDH-aktivitet under MPA-behandling og økt risiko for rejeksjon post-Tx.29 
Det er i tillegg vist en signifikant assosiasjon mellom IMPDH2-genekspresjon pre-Tx og akutt 
rejeksjon post-Tx.27 Foruten IMPDH1- og IMPDH2-sekvensvarianter kan variasjon i andre 
gener involvert i purinsyntesen ha betydning for IMPDH-aktivitet og MPA-respons. 
 
1.3.1.2 Farmakokinetikk 
 
Etter oral administrering blir MMF umiddelbart hydrolysert av esteraser til MPA som 
absorberes i øvre del av gastrointestinaltrakten. Maksimal plasmakonsentrasjon (Cmaks) 
oppnås vanligvis etter 1-2 timer (Tmaks).16, 21 Enterodrasjeringen til EC-MPS forsinker 
frigjøringen av MPA fra denne formuleringen til legemidlet har nådd tynntarmen og Tmaks 
oppnås vanligvis 1,5-2,75 timer post-dose.16 Absorpsjonen er høy fra begge formuleringene, 
med en biotilgjengelighet på hhv. 81-94 % og 72 % for MFF og EC-MPS.21  
 
MPA glukuronideres av UDP-glukuronosyltransferaser (UGT) i tarm, lever og nyre. Over 90 
% av den administrerte MPA dosen gjenfinnes i urinen som det farmakologisk inaktive 
7-O-MPA glukuronidet (MPAG). I tillegg til hovedmetabolitten MPAG, omdannes MPA til et 
reaktivt acylglukuronid (Ac-MPAG) og ulike glukosider (Figur 5).16, 21, 22  
 
Hos pasienter med normal nyre- og leverfunksjon bindes 97-99 % av MPA til serumalbumin.  
Proteinbindingen ser ut til å være uavhengig av MPA-konsentrasjonen, men påvirkes av 
tilgjengelighet og konkurranse om bindeseter på albumin. I likhet med MPA bindes MPAG i 
stor grad til serumalbumin, 82 %. Høye konsentrasjoner av MPAG kan derfor potensielt 
fortrenge MPA fra albumin og dermed øke fri fraksjon MPA. Fordi det er den frie fraksjonen 
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av MPA som er farmakologisk aktiv kan dette igjen ha betydning for effekt og bivirkninger.16, 
21, 22 
 
 
Figur 5; Metabolisme av mykofenolat medieres hovedsakelig via 
UDP-glukuronosyltransferaser (UGT).  
 
MPAG skilles ut via galle til tarm vha. transportøren multidrug resistens-relatert protein 2 
(MRP-2; ABCC2) i hepatocyttene.21, 22 I tarmen kan bakteriefloraen dekonjugere MPAG 
tilbake til MPA, som reabsorberes å fører til en ny stigning i MPA-konsentrasjon 4-12 timer 
post-dose.21 Enterohepatisk resirkulering er rapportert å bidra til omtrent 40 % (10-60 %) av 
den totale MPA eksponeringen og vil også påvirke den terminale halveringstiden som varierer 
fra 9-17 timer.21, 22 I tillegg til MRP-2, har transportørene OATP1B1 (SLCO1B1), OATP1B3 
(SLCO1B3), OAT-1 (SLC22A6) og OAT-2 (SLC22A8) blitt assosiert med MPAG-transport.21, 
30, 31 
 
MPA har stor inter- og intraindividuell farmakokinetisk variabilitet. Det er vist en 10-folds 
variasjon i dosejustert MPA AUC0-12 t (arealet under tid versus konsentrasjonskurven) hos 
nyre-Tx pasienter de første to ukene etter transplantasjon.16 Nyrefunksjon, leversykdom og 
albuminnivå kan påvirke bindingen av MPA og MPAG til protein og derav kunne endre fri 
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fraksjon MPA. Andre faktorer som komorbiditet, medisinering, genetikk og tid etter 
transplantasjon spiller også inn og vil kunne påvirke absorpsjon, distribusjon, metabolisme og 
eliminasjon av MPA.   
 
Genetiske faktorer som kan bidra til forskjeller i MPA-farmakokinetikk involverer 
sekvensvarianter i gener som koder for UGT-enzymer eller transportproteiner.32, 33 For 
UGT1A9-genet er det rapportert om flere sekvensvarianter som påvirker 
glukuronideringskapasiteten til enzymet. UGT1A9-varianter er nærmere beskrevet under 
1.5.1. Sekvensvarianter i UGT1A8 og UGT2B7 antas også å påvirke enzymenes 
glukuronideringskapasitet.3, 34, 35 I tillegg er genetisk variasjon i ABCC2 som koder for MRP-2 
vist å påvirke MPA-eksponeringen.31, 36 Variasjon i gener som koder for andre transportører, 
eks. SLCO1B (OATP), eller cytokrom P450 (CYP) -enzymer kan også bidra til den 
farmakokinetiske variabiliteten som observeres for MPA.  
 
1.3.1.3 Bivirkninger  
De hyppigste bivirkningene ved behandling med MPA er mage- og tarmproblemer som diaré, 
kvalme, oppkast, øsofagitt, sår og blødninger i ulike deler av gastrointestinaltraktus. 
Hematologisk toksisitet som leukopeni og anemi er også vanlig.19, 37 Pasienter som behandles 
med MPA har økt risiko for opportunistiske infeksjoner pga. svekkelsen av immunforsvaret. 
De vanligste opportunistiske infeksjonene forårsakes av cytomegalovirus (CMV) (13,5 %), 
Candida spp. (soppinfeksjoner) og herpes simplex-virus.37 I tillegg er infeksjoner forårsaket 
av BK-virus (polyomavirus) forbundet med nefropati og JC-virus (polyomavirus) assosiert 
med progressiv multifokal leukoencefalopati (PML).37 Pneumocystis pneumonia (PCP) 
forårsaket av Pneumocystis jiroveci er en viktig årsak til morbiditet og mortalitet hos 
immunsupprimerte pasienter og forebygges derfor vanligvis med antibiotika.18-20 
 
1.3.1.4 Interaksjoner 
Fordi eliminasjonen av MPA i stor grad avhenger av aktiviteten til UGT-enzymer (1.3.1.2) så 
vil samtidig behandling med andre legemidler som metaboliseres av disse enzymene eller som 
endrer glukuronideringskapasiteten kunne påvirke kinetikken til MPA. Det er rapportert at GC 
og rifampicin kan indusere uttrykket av UGT-enzymer og dermed øke utskillelsen av MPA. 21, 
22 Legemidler som påvirker absorpsjon, enterohepatisk resirkulering eller som undergår 
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transportmediert sekresjon i nyrene kan også potensielt interagere med MPA. Samtidig inntak 
av antacida kan hemme absorpsjonen av MPA og gi en signifikant redusert Cmaks og MPA 
AUC0-24t.22 Antibiotika vil kunne redusere MPAG-deglukuronidering ved at normalfloraen 
endres. Det vil føre til redusert enterohepatisk resirkulering og dermed redusert MPA AUC.22 
CsA reduserer enterohepatisk resirkulering ved å hemme MRP-2 som er involvert i 
ekskresjonen av MPAG til galle. MPA-eksponeringen er rapportert å være 30-40 % lavere ved 
samtidig behandling med CsA sammenlignet med regimer uten CsA.21 Som en konsekvens av 
dette doseres MPA i forhold til hvilket legemiddelregime pasienten får, jf. Protokoll for 
nyre-transplantasjon og pancreas-transplantasjon.  
 
1.4 Individualisert legemiddelbehandling 
Det smale terapeutiske området og den variable farmakokinetikken og -dynamikken til MPA 
gjør at man ønsker å individualisere behandlingen for å redusere risiko for rejeksjon og 
alvorlige bivirkninger.  
 
Ved terapeutisk legemiddelmonitorering (TDM) bruker man en parameter som korrelerer godt 
med effekten av legemidlet og monitorerer den som et ledd i individuell tilpasning av 
behandlingen. Tradisjonelt sett har ofte TDM vært farmakokinetisk rettet. Nytten av 
MPA-monitorering basert på predose plasmakonsentrasjon (C0) eller andre ettpunkts 
konsentrasjonsmålinger er omdiskutert.38 Bruk av MPA AUC gir et bedre estimat av 
MPA-eksponering og effekt, men gjentatte konsentrasjonsmålinger er både upraktisk og tids- 
og arbeidskrevende. I tillegg er korrelasjonen mellom MPA-konsentrasjon og bivirkninger 
begrenset.21, 22, 33, 38 På grunn av dette leter man etter andre parametre som kan relateres til 
MPAs effekt og bivirkningsrisiko.  
 
Farmakodynamisk monitorering av IMPDH-aktivitet er blitt foreslått som en mulig strategi.31 
I tillegg kan monitorering av purinbasene eller andre biomarkører være interessant. 
Monitorering av biomarkører inkluderer både farmakokinetisk- og farmakodynamisk 
variabilitet og vil gi en mer direkte bestemmelse av MPAs effekt sammenlignet med 
legemiddelkonsentrasjonsmålinger. En begrensning ved TDM vha. farmakokinetiske og 
farmakodynamiske parametre er at de ikke gir oss muligheten til å påvirke 
legemiddeleksponeringen i den kritiske initielle fasen de første dagene etter Tx.  
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For å optimalisere MPA-doseringen og generelt forbedre dagens immundempende behandling 
er det behov for nye metoder som kan bestemme og vurdere pasientens immunstatus både før 
og etter Tx. Farmakogenetikk eller farmakogenomikk er et lovende alternativ for dette. 
Identifiseringen av genetiske faktorer med betydning for MPAs farmakokinetikk og 
-dynamikk (1.3.1.1 og 1.3.1.2) støtter bruk av farmakogenetiske parametre som en mulig 
strategi for individualisering av MPA-behandlingen. Transplantasjon er som regel et planlagt 
inngrep, hvor man har muligheten til å utføre analyser allerede ved det tidspunktet når 
pasienten settes på venteliste for transplantasjon. Genotyping før transplantasjon og oppstart 
av immundempende behandling kan bidra med nyttig informasjon i forbindelse med valg av 
legemiddelregime og dosering slik at best mulig effekt oppnås tidlig i behandlingen. I tillegg 
er det tilstrekkelig at genotypingen gjøres en gang og analyseresultatet vil ikke påvirkes av 
samtidig legemiddelbruk.  
 
1.5 UGT 
UGT-enzymene er en familie med transferaser som danner glukuronider av både endogene og 
eksogene substrater, deriblant omtrent 35 % av alle legemidler på markedet. Enzymene deles 
inn i to familier, som videre grupperes i tre subfamilier; UGT1A, UGT2A og UGT2B.  
Metabolismen av MPA skjer hovedsakelig via UGT1A og UGT2B, hvor UGT1A er knyttet til 
dannelsen av MPAG mens UGT2B er ansvarlig for dannelsen av AcMPAG (Figur 5, 
1.3.1.2).21, 39 Omdannelsen til den inaktive metabolitten MPAG skjer hovedsakelig via 
UGT1A9 som uttrykkes i lever, nyre og gastrointestinaltraktus.40 I tillegg bidrar også andre 
UGT1A-isoenzymer i metabolismen til MPAG (UGT1A1, UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8 og 
UGT1A10).21  
 
1.5.1 UGT1A9 
De fleste kjente funksjonelle UGT-enzymene tilhører UGT1A-familien. UGT1A9 kodes for 
av genet UGT1A som er lokalisert på kromosom 2q37. Det humane UGT1A inneholder 13 
alternative første-eksoner i 5´-ende og fem felles eksoner (ekson 2-5a og 5b) i 3´-ende av 
genet.40 Alternativ spleising av pre-mRNA gir opphav til ni ulike funksjonelle 
UGT1A-isoenzymer. Isoformen UGT1A9 dannes ved at ekson 9 spleises sammen med ekson 
2-5 (Figur 6). Flere av enzymene i UGT1A familien viser stor grad av sekvensvariasjon, og 
ulike varianter i promoter- og kodende områder er assosiert med endret uttrykk eller aktivitet 
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av de respektive enzymene.32 I tillegg til genetiske faktorene så vil også alder, kjønn, 
sykdomsprosesser og legemiddelbruk bidra til de relativt store forskjellene i 
glukuronideringsaktivitet som observeres mellom individer.  
 
 
Figur 6; UGT1A-genet er lokalisert på kromosom 2q37. Alternativ spleising av ekson 9 og 
ekson 2-5 gir opphav til UGT1A9-enzymet. 
 
Ulike sekvensvarianter i UGT1A9-promoterområdet er vist å gi henholdsvis økt eller redusert 
uttrykk eller aktivitet av enzymet. SNV c.-275T>A (NG_002601.2:g.86916T>A, rs6714486) 
og c.-2152C>T (NG_002601.2:g.85039C>T, rs17868320) er korrelert med signifikant økt 
glukuronideringskapasitet og lavere MPA-konsentrasjon sammenlignet med villtype (wt.).1, 32, 
33, 41-44 I tillegg er sekvensvariantene c.-275T>A og c.-2152C>T assosiert med økt risiko for 
rejeksjon. Sekvensvariantene UGT2B7*2 (rs7439366), UGT1A9 c.-440C>T 
(NG_002601.2:g.86751C>T, rs2741045) og c.-331T>C (NG_002601.2:g.86860T>C, 
rs2741046) assosieres derimot med redusert glukuronideringsaktivitet og økt 
MPA-konsentrasjon.2, 3, 45 Sekvensvariantene UGT2B7*2  og UGT1A8*2 er assosiert med 
hhv. økte og reduserte MPA-relaterte bivirkninger.35, 45, 46 
 
1.6 Genotyping 
Det finnes i dag en rekke metodikker for analyse av sekvensvarianter, deriblant ulike 
hybridiseringsmetoder, allelspesifikk-PCR, primerforlengelse, oligonukleotidligering og 
endonukleasespaltning.47 De fleste teknikkene for genotyping involverer bruk av PCR.  
 
 PCR er en av de mest sensitive metodene i molekylærbiologi. Teknikken gjør det mulig å 
oppamplifisere en spesifikk DNA-sekvens til millioner av kopier ved bruk av en varmestabil 
 
2 3 4 5b 5a 
UGT1A9 
12p 11p 8 10 13p 9 7 6 5 4 3 2p 1 
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DNA-polymerase som kopierer den ønskede DNA-sekvensen ved gjentatte runder av 
replikasjon. DNA-polymerasen styres til ønsket målsekvens vha. korte 
primer-oligonukleotider, som hybridiseres til det flankerende området av den ønskede 
DNA-sekvensen. Hver amplifikasjonssyklus består av to til tre trinn med 
temperaturregulering. I det første trinnet økes temperaturen til rundt 95 °C slik at 
hydrogenbindingene mellom DNA-trådene brytes og dobbelttrådet DNA (dsDNA) 
denatureres til enkelttrådet DNA (ssDNA). Hvor høy temperatur man må bruke i 
denatureringstrinnet avhenger av guanin- og cytosin- innholdet i målsekvensen. Deretter 
senkes temperaturen slik at primerne bindes til hver sin DNA-tråd og kan forlenges i 3´-ende 
ved hjelp av DNA-polymerasen. Ved optimal temperatur vil forlengelse av primerne kunne 
foregå med over 100 baser per sekund, avhengig av hvilken polymerase som benyttes. Etter 
endt elongering gjentas de tre trinnene; denaturering, annealing og elongering. Teoretisk vil 
PCR amplifisere DNA eksponentielt (Figur 7). Etter 40 sykler har de fire DNA-trådene etter 
første amplifiseringsrunde blitt til 2^(40+1). 
 
 
 
Figur 7; Amplifikasjon av en DNA-målsekvens ved PCR.  
 
Ved sanntids-PCR monitoreres produktene under amplifiseringen vha. fluoriserende 
markører. Basert på signalene som genereres under amplifikasjonen kan det gjøres en 
endepunktsgenotyping. I tillegg gjør sanntids-PCR-metodikken det mulig å utføre en 
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smeltekurveanalyse av PCR-produktet etter amplifikasjonen. Genotyping ved sanntids-PCR 
med smeltekurveanalyse er mer robust mot endringer i PCR-effektivitet sammenlignet med 
endepunktsgenotyping. I tillegg vil smeltekurveanalyse kunne differensiere mellom ulike 
sekvensvarianter i bindesetet for prober. Sanntids-PCR er en sensitiv metode som gir mulighet 
for amplifikasjon og analyse av sekvensvarianter i et lukket system. Teknikken er dermed 
arbeidsbesparende og reduserer risiko for kontaminasjon. 
 
1.6.1 Deteksjonsprinsipp 
Deteksjonsprinsippene for sanntids-PCR kan deles inn i sekvensuavhengige og 
sekvensspesifikke. I dette prosjektet ble det brukt SYBR Green I og fluoriserende 
hybridiseringsprober for produktdeteksjon. 
 
1.6.1.1 SYBR Green I 
SYBR Green I er en fluorofor som bindes til alt dsDNA og er slik en sekvensuavhengig 
deteksjonsmetode. Når SYBR Green I bindes til dsDNA øker fluorescensen kraftig (Figur 8). 
Fordi SYBR Green I er en sekvensuavhengig fluorescensmarkør kan den brukes til å detektere 
potensielle primerdimerer og andre uspesifikke produkter ved smeltekurveanalyse. 
Figur 8; Deteksjon av dsDNA med SYBR Green I. Bundet til dsDNA, som vist til høyre i 
figuren vil fluorescensen fra SYBR Green I øke kraftig sammenlignet med når den er 
ubundet, vist til venstre i figuren. 
 
1.6.1.2 Hybridiseringsprober 
Hybridiseringsprober er et sekvensspesifikt deteksjonsprinsipp. Et probepar er designet slik at 
de binder nært inntil hverandre på den samme ssDNA-tråden under annealingtrinnet i 
PCR-reaksjonen. Dette gir mulighet for fluorescens resonans energioverføring (FRET). 
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Prinsippet involverer overføring av energi fra donorfluoroforen på den ene proben til 
akseptorfluoroforen på den andre proben (Figur 9). Fluorescein fungerer vanligvis som 
donorfluorofor og vil eksiteres av blått lys (470 nm). Dette resulterer i energioverføring og 
eksitasjon av en akseptorfluorofor som medfører emisjon av lys med en høyere bølgelengde 
som måles. Analyse av sekvensvarianter ved bruk av hybridiseringsprober kan gjøres ved 
smeltekurveanalyse etter PCR-trinnet. Ulik interaksjonsstyrke mellom probene og 
DNA-templatet gjør at vi kan skille mellom normal- og variantsekvenser. Avhengig av 
formen og plasseringen til kurven vi får under smeltekurveanalysen kan vi si hvilken variant 
vi har (1.6.4). 
Figur 9; Fluorescein eksiteres av lyskilden til sanntids-PCR-instrumentet. Det fører til 
overføring av energi og eksitering av akseptorfluoroforen. Akseptorfluoroforen sender ut lys 
med en lengre bølgelengde som måles.  
Figur fra: http://www.roche-applied-science.com 
 
1.6.1.3 SimpleProbe probe 
SimpleProbe er en enkel sekvensspesifikk probe. Når proben bindes til ssDNA vil en 
konformasjonsendring fører til redusert ”quencing” av fluoroforen og dermed økt 
fluorescenssignal. I likhet med hybridiseringsprober kan Simpleprobe brukes for å detektere 
sekvensvarianter ved smeltekurveanalyse (1.6.4). 
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1.6.1.4 Hydrolyseprober; Taqman®-prober 
Hydrolyseprober, også kalt Taqman®-prober, er sekvensspesifikke prober som har både en 
fluoriserende reporter-fluorofor og et quencher-molekyl. Under elongeringen vil 
Taq-polymerasen separere quencheren fra reporteren og vi kan detektere fluorescensen fra 
reporter-fluoroforen. Hydrolyseprober kan brukes til genotypingen ved endepunktsanalyse 
(eks. alleldiskrimineringsassay). Fordi probene ødelegges under amplifiseringen vil de ikke 
være egnet for smeltekurveanalyse post-PCR.  
 
1.6.2 PCR-oppsett 
De enkleste PCR-reaksjonen involverer amplifisering av én målsekvens og produktanalyse 
vha. en probe eller ett probepar (monopleks). Det er imidlertid mulig å sette opp mer 
komplekse reaksjoner, hvor man genererer flere amplikon og detekterer flere 
sekvensvarianter. Ved multikolor deteksjon brukes ett primerpar sammen med flere 
prober/probepar for å detektere flere sekvensvarianter i samme målsekvens. Multipleks-PCR 
involverer flere sett med primere som genererer ulike amplikon. Kombinasjon av multipleks 
PCR og multikolor deteksjon gir mulighet for å detektere flere sekvensvarianter i ulike 
målsekvenser i samme reaksjon. 
 
1.6.3 Primer- og probedesign  
Design av egnede primere og prober er essensielt for kvaliteten til en sanntids-PCR-analyse. 
 
1.6.3.1 Primere 
Selektiviteten til en PCR-analyse bestemmes primært av sekvensen til primerne og 
reaksjonsbetingelsene som benyttes. Det er følgelig viktig med riktig primerdesign for å få 
amplifisert ønsket målsekvens. Forward- (F) og reverse- (R) primer sørger for amplifisering 
av hver sin DNA-tråd. Optimale primere har kun et bindesete i målgenomet. For å oppnå 
adekvat selektivitet og samtidig sørge for binding til templatsekvensen ved 
annealing-temperatur bør primerne være i størrelsesorden 18-30 basepar (bp). 
Smeltetemperaturer (Tm) i området 50-60 °C gir vanligvis best resultat, og samsvarer med 
annealing-temperaturen. I tillegg er det gunstig at Tm for primerne i primerparet er så lik som 
mulig og at den er noe lavere enn Tm for probene. Guanin- og cytosin-innholdet til primeren 
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bør være mellom 40-60 % (www.roche-applied-science.com). Man bør unngå sekvenser med 
indre komplementaritet eller kombinasjon av oligonukleotidsekvenser som er komplementære 
med hverandre fordi hhv. sekundærstrukturer og oligonukleotiddimerer vil redusere 
PCR-effektiviteten. Områder med mange like baser etter hverandre eller repetitive 
basesekvenser er også ugunstig. Til sanntids-PCR er det ønskelig med primere som gir 
produkter med lengde på 100-500 bp. 
 
1.6.3.2 Hybridiseringsprober  
Deteksjon med hybridiseringsprober baserer seg på FRET-prinsippet (Figur 9 og 1.6.1.2).  
Avstanden mellom de to probene bør være 1-5 nukleotider for optimal energioverføring. 
Probeparet må bare kunne bindes spesifikt et sted i målsekvensen og sensorproben dekke 
posisjonen til sekvensvarianten man ønsker å detektere. Sensorproben bør ha en Tm som er 
5-10 °C lavere enn for ankerproben slik at det er bindingen av sensorproben som kontrollerer 
fluorescenssignalet. Sensorproben kan være komplementær til wt.- eller variantsekvens, så 
lenge den gir en tydelig reduksjon i Tm (5-8 °C) ved mismatch. Områder med mange like baser 
etter hverandre og repetitive og selvkomplementære sekvenser bør unngås. Samlinger av 
guanin og cytosin er heller ikke gunstig for probedesignet da de gir svært sterke bindinger 
som kan interferere med tolkingen av smeltekurveanalysen. I tillegg vil guanin i nærheten av 
fluoroforene kunne redusere FRET-effektiviteten. Komplementære sekvenser mellom probene 
og primerne bør unngås og probene bør være modifisert i 3´-ende slik at de ikke kan forlenges 
under PCR-reaksjonen. For analyser med LightCycler® Probes Master reagens varierer 
anbefalte probekonsentrasjoner fra 0,05-0,2 M (www.roche-applied-science.com). 
 
1.6.3.3 Hjelpemidler til oligonukleotiddesign 
Det finnes en rekke programvarer og databaser som er nyttige i forbindelse med design av 
primere og prober.  
 
ProbeDesign Software v.2.0 (Roche) er en programvare som kan benyttes både til design og 
analyse av primer- og probesekvenser, tilpasset reagenser, programvare og LightCycler® 
instrument fra Roche.  
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OLIGO v.7 (Molecular Biology Insights, Inc., Cascade, CO) kan benyttes til design av 
primere og videre analyse av inntil fire oligonukleotidsekvenser samtidig. Programmet har 
bl.a. algoritmer for bergning av Tm for primere, prober og amplikon, samt stabiliteten til 
sekundærstrukturer og mulig krysskomplementaritet mellom oligonukleotider.  
 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; www.ncbi.nlm.gov/BLAST/) er et søkeverktøy 
for å undersøke homologi mellom sekvenser (DNA, RNA eller protein). Verktøyet kan bl.a. 
brukes til å undersøke selektiviteten til primer- og probesekvenser. 
 
SNPCheck (https://ngrl.manchester.ac.uk/SNPCheckV2) kan benyttes for å undersøke om det 
finnes rapporterte SNVer i bindesetene for primerne eller i amplikonet. P.g.a. forskjeller 
mellom sekvensvariantdatabaser så bør SNPCheck-søk suppleres med søk i Ensembl 
(http://www.ensembl.org), dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) og evt. 
HGMD Professional (sykdomsassosierte mutasjoner, http://www.biobase-international.com). 
 
1.6.3.4 Optimalisering av PCR-reaksjonen 
I tillegg til valg av primer- og probesekvenser så kan PCR-reaksjonen optimaliseres ved å 
justere reagenskonsentrasjoner og PCR-betingelser (eks. tid, temperatur, antall sykler).  
 
Aktiviteten til Taq-polymerase avhenger av fritt Mg2+ og konsentrasjonen av MgCl2 i 
reaksjonsblandingen vil ha betydning for PCR-effektivitet og selektivitet. Mange reagenskit 
leveres med ferdig optimalisert MgCl2-konsentrasjon som skal passe for de fleste reaksjoner. 
Titrering av primerkonsentrasjoner kan ofte bidra til høyere og tydeligere smeltetopper. Når 
temperaturen senkes i forkant av smelteanalysen så vil probebinding konkurrere med 
reannealing av dsDNA (Temperaturprogram i Figur 12). Bruk av asymmetriske 
primerkonsentrasjoner vil generere et overskudd sense- eller antisense-ssDNA, avhengig av 
hvilken primer som er i overskudd. Dersom probeparet for analysen har sense-sekvens, dvs. 
bindes til antisense-tråd, så vil et overskudd av R-primer kunne bidra til en større grad av 
probebinding ved start av smeltekurveanalysen og dermed bedre signalintensitet. I tillegg vil 
titrering av probekonsentrasjoner kunne ha effekt på signalintensitet. Bruken av flere sett med 
primere og prober gjør optimaliseringen av en multipleks eller multikolor PCR-reaksjon mer 
avansert enn for monoplekse reaksjoner. Det anbefales vanligvis å optimalisere monoplekse 
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reaksjoner med enkle primer- og probesett først, før disse kombineres til en multipleks eller 
multikolor metode. 
 
Annealingtemperaturen ved PCR vil ha betydning for selektiviteten og effektiviteten til 
primingprosessen. For lav annealingtemperatur, i forhold til primernes Tm, vil kunne føre til at 
primerne bindes og forlenges ved binding til sekvenser uten full match og dermed gi opphav 
til uspesifikke produkter. Høyere annealingtemperatur vil øke selektiviteten til 
primingprosessen, men kan redusere PCR-effektiviteten. Touchdown-PCR involverer høy 
annealingtemperatur de første syklene og så en gradvis reduksjon til lavere 
annealingtemperaturer i siste del av amplifikasjonen. Prinsippet kan brukes for å oppnå best 
mulig selektivitet og effektivitet i samme reaksjon.   
 
1.6.4 Analyse av PCR-produkt 
Analyse av PCR-produkt kan gjøres ved blant annet smeltekurveanalyse, gelelektroforese og 
sekvensering. 
 
1.6.4.1 Smeltekurveanalyse  
Genotyping ved smeltekurveanalyse kan gjøres vha. hybridiseringsprober (1.6.1.4) eller 
SimpleProbe (1.6.1.3) og utføres etter amplifikasjonsreaksjonen. Analysen starter med 
denaturering av DNA før reaksjonsblandingen avkjøles slik at probeparet bindes. Deretter 
økes temperaturen gradvis slik at probene separeres fra DNA-trådene (Temperaturprogram i 
Figur 12). Dette forårsaker en reduksjon i fluorescensen. Tm defineres som den temperaturen 
hvor halvparten av probene har dissosiert. Det negative deriverte plottet av smeltekurven 
visualiserer Tm som smeltetopper (Figur 10). Interaksjonsstyrken mellom templat og probe 
avhenger av produktlengde og guanin- og cytosin-innhold. Ulike sekvensvarianter 
identifiseres på bakgrunn av ulik interaksjonsstyrke med probene.  Full match mellom probe 
og templat vil gi en spesifikk Tm og en tilhørende karakteristisk smeltekurve (Figur 10). 
Forskjellen i Tm avhenger av type mismatch, plasseringen i probesekvensen og de 
nærliggende baseparene.  
 
Smeltekurveanalyse med SYBR Green I (1.6.1.1) involverer smelting av dsDNA-produkter 
ved en gradvis temperaturøkning (Temperaturprogram i Figur 12) og kontinuerlig 
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monitorering av fluorescens. Analysen gir informasjon om Tm for dsDNA-produkter i 
reaksjonsblandingen. Tilstedeværelse av flere produkter med ulik lengde og guanin- og 
cytosin-innhold vil dermed gi opphav til flere smeltetopper med ulik Tm. Dette gjør SYBR 
Green I smeltekurveanalyse egnet for å detektere dannelse av primerdimerer og andre 
uspesifikke produkter i reaksjonsblandingen. 
 
Figur 10; Genotyping ved smeltekurveanalyse. Gradvis temperaturøkning fører til at probene 
dissosierer fra DNA-templatet. Ulike alleler identifiseres basert på interaksjonsstyrke mellom 
målsekvens og probene. Full match mellom probene og templat gir en bestemt Tm, mismatch 
mellom probene og templat gir en lavere Tm.   
 
1.6.4.2 Gelelektroforese 
Ved gelelektroforese separeres DNA-molekyler fra hverandre basert på størrelse. Når det 
settes spenning over gelen vil negativt ladete DNA-molekyler vandrer fra negativ til positiv 
pol. Separasjonene baserer seg på at små DNA-molekyler beveger seg raskere enn større 
molekyler og vil derfor vandre lenger i gelen i løpet av et gitt tidsrom. Visualisering av DNA 
kan gjøres vha. flouroforer som interkalerer med dsDNA (eks. etidiumbromid og SYBR 
Safe®) og UV-lys. Samtidig analyse av en markør med DNA-fragmenter med kjente lengder 
gir mulighet for å estimere lengden av ukjente produkter. Valg av polymertype og 
polymerkonsentrasjon avhenger av størrelsen på produktene som skal separeres og detekteres. 
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I tillegg til at gelelektroforese brukes som deteksjonsprinsipp ved ulike genotypingsmetoder 
er teknikken egnet for karakterisering av sanntids-PCR-produkter i forbindelse med 
metodeutvikling og optimalisering. Primerdimerer og andre uspesifikke produkter vil 
identifiseres på gelen som bånd med lengde som avviker fra målsekvensen. 
 
1.6.4.3 Sekvensering 
Ved DNA-sekvensering analyserer man sekvensen av nukleotidene i et DNA-molekyl. Det 
finnes flere ulike metoder å gjøre en DNA-sekvensering på. Metoden som er benyttet i 
forbindelse med validering i denne oppgaven bygger på Sanger-dideoksymetoden. 
Reaksjonsblandingen består blant annet av deoksynukleotider (dNTP) og fluorescensmerkete 
dideoksynukleotider (ddNTP) i underskudd. Ved inkorporering av et ddNTP vil ikke 
polymerasen være i stand til å forlenge DNA-tråden ytterligere og forlengelsen av tråden vil 
stoppe opp. I reaksjonene dannes det nye komplementære DNA-tråder av varierende lengder, 
merket med et av de fire fargemolekylene. Fluorescenssignalet til ddNTP vil rapportere 
hvilket nukleotid som er inkorporert. Genfragmentene separeres vha. en 
kapillærelektroforese-sekvensator. Korte sekvenser detekteres først, og rekkefølgen av 
fluorescenssignalene avgjør basesekvensen for det aktuelle området.  
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2 PROBLEMSTILLING  
MPA inngår i dag i de fleste behandlingsregimer etter transplantasjon. Imidlertid begrenses 
bruken av bivirkninger og dosereduksjon eller seponering er forbundet med økt risiko for 
rejeksjon. Til tross for stor farmakokinetisk og farmakodynamisk variasjon mellom individer 
får de fleste transplanterte pasienter fast dose MPA. Flere studier har rapportert at 
UGT-sekvensvarianter kan bidra til å forklare den farmakokinetiske variasjonen og effekten. 1, 
2, 32, 33, 41, 42, 45, 48 
 
Forskningsgruppen som helhet arbeider for å forbedre den immundempende behandlingen hos 
transplanterte, og som ett ledd i dette var det ønskelig å undersøke om UGT-genotype kan 
inngå som en nyttig parameter for å individualisere MPA-behandling. 
 
Målet med dette mastergradsprosjektet var å utvikle og validere analysemetoder for 
UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T, c.-275T>A og c.-440C>T og c.-331T>C ved bruk 
av sanntids-PCR og smeltekurveanalyse med hybridiseringsprober. 
 
Videre var det ønskelig å benytte metoden til å undersøke sammenhengen mellom 
UGT1A9-genotype og MPA-konsentrasjon hos 32 nyre-Tx pasienter i en pilotstudie. Formålet 
var å undersøke om UGT1A9-genotype kan predikere grad av MPA-eksponering hos pasienter 
som får fast dose MPA.   
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3 MATERIALER  
3.1 Reagenser 
 
Tabell 1; Oversikt over reagenser  
Reagens / Kit Produsent Cat.nr 
Primere og prober TIB MOLBIOL, Berlin, 
Tyskland 
 
TE-buffer, 1 x, Molecular Biology 
Grade 
Promega Corporation, 
Madison, WI 
V6231/2 
MagNa Pure LC DNA Isolation Kit I Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
03003990001 
LightCycler® 480 Probes Master  Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
04707494001 
LightCycler® 480 SYBR Green I 
Master 
Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
04707516001 
DNA Molecular Weight Marker V Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
10821705001 
Reliant Gel System 4 % Nu Sieve 
3:1 Plus Agarose 
8 well 1 x TBE buffer + Ethidium 
bromide 
Lonza (Med Probe AS) 54903 
Ficoll 400 Sigma-Aldrich, Inc., St. 
Louis, MO 
4375 
Bromophenol blue Sigma-Aldrich, Inc., St. 
Louis, MO 
126 
ExoZAP-IT USB Corporation USA 
(Amersham Bioscience) 
US78200 
Big Dye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit 
Applied Biosystems, Foster 
City, CA 
4336917 
Alle reagenser som ble benyttet var av PCR-kvalitet. 
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3.2 Utstyr  
Tabell 2; Oversikt over utstyr 
Utstyr Produsent Cat.nr 
MagNa Pure LC Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
RH 31937 
MagNa Pure LC Waste Bags  Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
03004201001 
MagNa Pure LC Sample Cartridges Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
03004112001 
Megafuge 1.0 Heraeus Instruments, 
Tyskland 
RH 23398 
LightCycler® 480 Roche Applied Science, 
Mannheim, Tyskland 
RH 38360 
LightCycler® 480 Multiwell Plate 
med 50 sealing foils 
Applied Biosystems,  
Foster City, CA 
04729692001 
LightCycler® 480 Sealing Foil 
Applicator 
Applied Biosystems,  
Foster City, CA 
04706170001 
Vacuette® blodprøveglass  
K2E K2 EDTA, 4ml 
Greiner- bio -one  
Vacuette® blodprøveglass  
Z No additive, 4ml 
Greiner- bio -one  
Micro tubes 1,5 ml, 39 x 10,8 mm Ø Sarstedt AG, Nürnbrecht, 
Tyskland 
 
Nanodrop® ND-1000 
Spectrophotometer 
Life Science, Saveen Werner RH  36793 
MJ Research PTC-200 Thermo 
Cycler 
Bio-Rad RH 28280 
Bio-Rad Molecular Imager 
GelDoc™ XR 
 RH 
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer 
kapillærelektroforese-sekvensator 
 RH 34718 
(Avd. for 
medisinsk 
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genetikk, 
RH) 
MicroAmp PCR-rør Applied Biosystems,  
Foster City, CA 
N8010580 
MicroAmp korker Applied Biosystems,  
Foster City, CA 
N8010535 
 
I tillegg til det utstyret som er nevnt over ble det benyttet standard laboratorieutstyr som f.eks. 
sentrifuger, vortex-mikser, pipetter og pipettespisser med filter. Annet nødvendig 
engangsutstyr ble benyttet i henhold til prosedyrer ved Avdeling for medisinsk biokjemi 
(MBK), OUS, Rikshospitalet. 
 
3.3 Prøvemateriale 
Prøvematerialet til metodeutviklingen bestod av isolert DNA fra et tilfeldig utvalg pasienter 
hvor det var utført andre genanalyser (ikke rekvirert farmakogenetiske analyser) som 
rutinedrift ved MBK. Isoleringen var utført på MagNa Pure LC, og det ferdige isolerte 
materialet ble oppbevart ved 2-8 C. DNA-eluat med paramagnetiske silikapartikler ble ikke 
brukt til metodeutvikling, da de er kjent å kunne hemme PCR-reaksjonen. 
 
For validering av metoden ble det i tillegg til materiale fra et tilfeldig utvalg pasienter tatt 
blodprøver av to friske frivillige. Standard venepunksjonsprosedyre (med Vacutainer 
Safety-Lok blodprøvetakingsett) ble benyttet. Rørene for blodprøvetaking ble vendt opp og 
ned i ca. 30 sekunder etter prøvetaking. Prøvene ble tatt i blodprøveglass tilsatt EDTA 
(Vacuette®). Blodet ble fordelt på flere prøverør og de ulike prøverørene ble oppbevart under 
ulike temperaturbetingelser, henholdsvis 2-8 C, romtemperatur og 37 C. DNA-isolering ble 
gjort ved ulike tidspunkt; 2 dager, 1 uke, 2 uker og 4 uker etter prøvetaking (Beskrevet under 
4.7.2.1). 
 
3.3.1 Pasientprøver 
Pilotstudien involverte prøver fra 32 nyre-Tx pasienter som ble rekruttert ved Rikshospitalet 
fra april til november 2005. Inklusjonskriteriene var alder over 18 år og at de mottok organ fra 
 40
levende donor. Pasientene fikk standard immundempende behandling per 2005; CNI, MPA og 
GC. Det ble tatt blodprøver av pasientene ved tre anledninger før transplantasjon og åtte 
ganger i løpet av de to første ukene etter transplantasjon. Alle prøvene ble tatt før dosering av 
legemidler. Studien er godkjent av Regionale komitéer for medisinsk og helsefaglig 
forskningsetikk (REK) og det er innhentet skriftlig samtykke fra pasientene.  
 
Prøvematerialet bestod av en fullblodcellesuspensjon etter fjerning av plasma fra EDTA-blod 
og materialet ble oppbevart ved 70 C.  
 
I tillegg ble UGT1A9-sekvensvarianter undersøkt i et tilfeldig utvalg av 68 nyre-Tx pasienter 
som var inne på Rikshospitalet for rutinekontroll og med rekvirering av takrolimus, CsA C0 
eller CsA C2 analyser i tidsrommet 13.12.2010-12.01.2011.  
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4 METODER 
4.1 Forebygging av kontaminasjon 
Kontaminasjon fra annen prøve, PCR-produkt eller av mikrobiologisk opphav vil kunne 
medføre feilaktige analyseresultater og må unngås. Forebyggende tiltak mot kontaminasjon 
inkluderte adskilt prøvehåndtering pre- og post-PCR, automatisert DNA-isolering og 
pipettering i lukket system, pipettespisser med filter og ulike pipetter til prøvebehandling, 
blanding av reagenser og postamplifikasjonstrinn. Det ble brukt rene hansker ved all 
håndtering av utstyr, reagenser og prøvemateriale.  Utstyr ble dekontaminert med UV-lys, 
Antibac og/eller DNA Zap etter bruk. Inkorporering av deoksyuraciltrifosfat istedenfor 
deoksytymintrifosfat under PCR muliggjør uracil-N-glykosylase-behandling ved mistanke om 
kontaminasjon. Fravær av kontaminasjon ved hver DNA-isolering og PCR-reaksjon ble 
kontrollert for ved bruk av negative kontroller hvor blod eller templat var erstattet med vann. 
 
4.2 DNA-isolering 
Isolering av DNA ble gjort på MagNa Pure LC instrument med MagNA Pure LC DNA 
Isolation Kit I og DNA I Blood Cells Fast isoleringsprotokoll. MagNa Pure LC er et 
automatisert system bestående av instrument, PC, programvare, engangsutstyr og reagenser. 
Instrumentet kan isolere DNA, RNA og mRNA fra ulike prøvematerialer. I tillegg kan det 
benyttes til å utføre pipetteringer til for eksempel LightCycler® 96-well PCR plates.  
 
DNA Isolation Kit I er egnet for isolering av DNA fra fullblod, blodceller eller celler i kultur. 
Programvaren beregnet nødvendig volum av de ulike reagensene som inngår i kittet basert på 
registrerte parametre. Isoleringen ble gjort i henhold til produsentens instruksjoner 
(www.roche-applied-science.com). Ved isolering av DNA fra suspensjoner med 
fullblodcellelysat ble materialet først fortynnet 1:1 med nukleasefritt vann for å redusere 
viskositeten. Prøvevolumet var henholdsvis 150 µl og 200 µl for fullblod og 
fullblodcellelysat. Elueringsvolumet var 100 µl i alle tilfellene.  
 
Reaksjonsforløpet ved isolering av DNA er illustrert i Figur 11: 
Cellene i prøvematerialet lyseres ved inkubering med Lysis/Binding Buffer, som også fører til 
denaturering av proteiner og inaktivering av nukleaser (1.). Proteinase K sørger for at 
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resterende proteiner nedbrytes (2.). Paramagnetiske silikapartikler tilsettes (3.). DNA 
adsorberes til overflaten av silikapartiklene som følge av den chaotrope saltkonsentrasjonen, 
isopropanol og den høye ionestyrken til Lysis/Binding Buffer (4.). De paramagnetiske 
silikapartiklene med bundet DNA separeres magnetisk fra det resterende prøvematerialet, 
gjennom flere vasketrinn. Vaskebuffer I fjerner hovedsakelig ubundet materiale som 
proteiner, deler av cellemembraner og delvis PCR-hemmere som heparin og hemoglobin (5.). 
Vaskebuffer II reduserer saltkonsentrasjonen og sørger for at gjenværende forurensinger 
fjernes (6.). Vaskebuffer fjernes, elueringsbuffer tilsettes og DNA elueres ved høy temperatur 
(70 C) og lav saltkonsentrasjon (7.). Silikapartiklene holdes igjen i pipettespissene mens 
eluatet overføres til isoleringsbrett i kjøleblokk. 
Figur 11; Reaksjonsforløpet ved isolering av DNA. Figur fra 
http://www.roche-applied-science.com. 
 
DNA-eluatetet ble oppbevart i kjøleskap ved 2-8 °C under utvikling og optimalisering av 
analysemetoden. Ekstrahert DNA er erfaringsmessig relativt stabilt, minst 1 år ved 
oppbevaring ved 48 °C og 7 år ved 20 °C. 
 
1 2 3 4 5 6 7
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4.3 Primer- og probedesign 
Primer- og probedesign startet med litteratursøk og gjennomgang av publiserte metoder for 
genotyping av sekvensvariantene UGT1A9 c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-440C>T og 
c.-331T>C. Rapporterte primer- og probesekvenser ble vurdert i forhold til ønskede 
egenskaper som Tm, probeprinsipp og størrelse på amplikon. Det var ønskelig å unngå 
bindeseter med andre sekvensvarianter, spesielt ved design av primere. Oligosekvensene ble 
derfor undersøkt vha. SNPCheck og Ensemble-søk. Et utvalg med potensielle 
primersekvenser, enten basert på eller identiske med publiserte primere, ble valgt for videre 
testing og metodeutvikling (5.1.1). 
 
Referansesekvensen for UGT1A9-genet (NG_002601.2) ble hentet fra GenBank (NCBI; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) og fungerte som utgangspunkt for videre design og 
vurdering av primer- og probesekvenser. Både OLIGO og LightCycler® Probe Design 
software ble brukt som hjelpemidler ved probedesign og til analyse av 
oligonukleotidsekvensene. Hybridiseringsprobene ble designet ut fra posisjonen til 
sekvensvariantene analysen var ment å detektere og kompatibilitet med de andre 
oligonukleotidsekvensene i reaksjonene. For analyse av spesifikke sekvensvarianter vil 
posisjonen til sekvensvarianten begrense plasseringen av sensorproben, og dermed også 
plasseringen av den tilhørende ankerproben. Områder med andre kjente sekvensvarianter ble 
unngått der det var mulig. Optimale prober har kun ett bindesete i målsekvensen. 
Primersekvensene for de tre analysene ble analysert hver for seg, alene og i kombinasjon med 
sine respektive prober. Primer- og probesekvensene ble undersøkt med tanke på Tm, 
sekundærstrukturer, krysskomplementaritet og mulig uspesifikk binding i amplikonet. I tillegg 
ble Tm, guanin- og cytosin-innhold og lengde beregnet for amplikonene.  
 
Homologi mellom primer-/probesekvenser og andre sekvenser i det humane genom ble 
undersøkt ved BLAST-søk (Basic Local Alignment Search Tool) med algoritmen blastn 
(Word size = 7, Expect value = 1000). Dato for søkene ble notert i valideringsrapportene 
(Valideringsrapporter; vedlegg 1, 2 og 3).  
 
Selektiviteten til primerne og probene ble i første omgang evaluert ved database-søk og 
teoretiske beregninger som beskrevet over. Videre ble selektiviteten ytterligere undersøkt 
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eksperimentelt ved smeltekurveanalyse med SYBR Green I, gelelektroforese og sekvensering 
av PCR-produktene (4.6.1, 4.6.2 og 4.6.3).  
 
Primere (egendesignede og fra publikasjoner) og prober (egendesignede) ble syntetisert av 
TIB Molbiol. De ble sendt i frysetørket tilstand og løst i tris-EDTA-buffer ved ankomst. 
Primerne ble løst til en konsentrasjon på 20 M, mens probene ble løst til en konsentrasjon på 
6 M. 
 
4.4 Sanntids-PCR 
Sanntids-PCR og smeltekurveanalyse ble utført på LightCycler® 480 fra Roche. Protokollen 
for deteksjon og analyse av DNA inneholdt følgende program; 
Program 1: Denaturering:  95 C i 5 min 
Program 2: Amplifikasjon: 95 C i 10 s, touchdown 63-59 °C (10 sykler) i 10 s,  
72 C i 30 s; totalt 40 sykler 
Program 3: Analyse:  99 C i 10 min; 38C i 60 s; til 77 C;  
Program 4: Avkjøling:  40 C i 30 s 
 
Det ble brukt touchdown PCR men høy annealingtemperatur de første syklene før 
annealingtemperaturen senkes gradvis over 10 sykler (63-59 °C). Samme PCR-program 
brukes for genotypingsanalysene i rutinedrift ved MBK, OUS, Rikshospitalet. 
 
Figur 12; Sanntids-PCR-program. Fluorescensen måles kontinuerlig under smelteanalysen. 
 
Metodeutviklingen startet med testing av de valgte primersettene i kombinasjon med ulike 
egendesignede prober eller probepar. Egnede primer- og probesett ble valgt for videre 
optimalisering. 
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4.4.1 Optimalisering av amplifikasjonsparametere 
Det var ønskelig å bruke samme PCR-betingelser som for genanalysene i rutinedrift på 
LightCycler® 480 instrumentet ved MBK (Se 4.4 Sanntids-PCR, Figur 12). I første omgang 
ble derfor ikke parametre som temperatur og varighet av de ulike trinnene i PCR-programmet 
vurdert endret.  
 
LightCycler® 480 Probes Master 2 x conc. inneholder FastStart Taq DNA polymerase, 
reaksjonsbuffer, nukleotider (dNTP) og 6,4 mM MgCl2. For å få en komplett 
PCR-reaksjonsblanding trenger man kun supplere med primere, prober og templat. MgCl2 
konsentrasjonen i blandingen er allerede optimalisert og skal være egnet for de fleste analyser 
(www.roche-applied-science.com). 
 
4.4.1.1 Primertitrering 
Konsentrasjonen av primere ble optimalisert basert på signalintensitet og formen på 
smeltekurve og smeltetopper. I tillegg ble primerkonsentrasjoner vurdert i forhold til 
PCR-effektivitet vha. Cq (kvantifiserings-sykel)-verdier. Produsenten opplyser at egnet 
primerkonsentrasjon er 0,3-1,0 M (www.roche-applied-science.com) ved bruk av 
LightCycler® Probes Master reagens. For hvert av de tre primersettene ble konsentrasjoner på 
0,25 M, 0,50 M og 0,75 M testet i alle kombinasjoner (dvs. 9 konsentrasjonsforhold per 
primerpar). For analysen for UGT1A9 c.-2152C>T ble det i tillegg testet et asymmetrisk 
primerkonsentrasjonsforhold på 1,50/0,25 M. Konsentrasjonen av prober var konstant under 
primertitreringen.  
 
4.4.1.2 Probetitrering 
Etter optimalisering av primerkonsentrasjoner ble ulike konsentrasjonsforhold mellom donor- 
og akseptorprobe testet. Anbefalt probekonsentrasjon er i følge produsenten 0,05-0,20 M 
ved bruk av LightCycler® Probes Master reagens (www.roche-applied-science.com). For 
hvert av de fire probesettene ble konsentrasjoner på 0,10 M, 0,15 M og 0,20 M testet i 
alle kombinasjoner (dvs. 9 konsentrasjonsforhold per probepar).  Konsentrasjonen av primere 
var konstant under probertitreringen. 
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4.4.2 Multikolor PCR-reaksjon 
Genotyping av sekvensvariantene UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C ble satt opp som en 
multikolor PCR. Primerparet, UGT1A9 -440/-331_F1 og -440/-331_R1 (Tabell 3), 
amplifiserer et produkt som inkluderer begge sekvensvariantene og de to ulike variantene 
detekteres deretter av to ulike probepar som er merket med ulike fluoroforer. Analysene av 
c.-440C>T og c.-331T>C ble først satt opp og optimalisert hver for seg (4.4.1.1 og 4.4.1.2) før 
metodene ble kombinert til en multikolor metode og primerkonsentrasjonen ble ytterligere 
optimalisert (Figur 13). 
Figur 13; Utvikling av en multikolor PCR for analyse av UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C. 
Monoplekse PCR-reaksjoner ble optimalisert hver for seg før reaksjonene ble kombinert til en 
multikolor PCR-reaksjon. Metoden ble så ytterligere optimalisert før den ble validert. 
 
Akseptorfluoroforen for UGT1A9 c.-440C>T er merket med LC-Red-640 i 5´-ende som måles 
ved 640 nm, mens akseptorfluoroforen for UGT1A9 c.-331T>C er merket med LC-Red-705 
som måles ved 705 nm. Det vil imidlertid være noe overlapp mellom emisjonsspektrene til 
fluoroforene i analysen. For å hindre interferens mellom fluoroforene på de to probeparene ble 
det utført en fargekompenseringsreaksjon i henhold til LightCycler® 480 brukermanual. 
Resultatene fra fargekompenseringsreaksjonen ble lagret som en egen fil og senere brukt for å 
kompensere for ”crosstalk” ved analyse av multikolor-reaksjoner.  
 
c.-440C>T Monopleks Optimalisering
c.-440C>T Monopleks Optimalisering
Multicolor
PCR
ValideringOptimal -
isering
Monopleks Optimalisering
331 Monopleks Optimalisering
k
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4.5 Allelfrekvens 
Allelfrekvensen for UGT1A9-sekvensvariantene ble beregnet ved å analysere prøver fra 100 
pasienter (dvs. 200 alleler) hvor det ikke var rekvirert farmakogenetiske analyser. I tillegg ble 
allelfrekvensen for UGT1A9-sekvensvariantene beregnet for totalt 100 nyre-Tx pasienter. 
 
Metodenes egnethet ble bl.a. vurdert ved beregning av allelfrekvens. 
 
4.6 Analyse av PCR-produkt 
Selektiv produktdannelse ble bekreftet ved smeltekurveanalyse, gelelektroforese og 
sekvensering.  
 
4.6.1 Smeltekurveanalyse 
Genotypingen av UGT1A9-sekvensvariantene ble gjort ved smeltekurveanalyse med 
hybridiseringsprober (Figur 12, Prinsipp beskrevet under 1.6.4.1). Etter amplifiseringen 
(Program 2 under 4.4.) startet smelteanalysen med en denaturering ved 99 C før 
temperaturen gradvis ble økt fra 38-77 C under kontinuerlig måling av fluorescenssignal ved 
640 og 705 nm (Program 3). Dataene ble analysert ved bruk av Tm Calling og Melt Curve 
Genotyping algoritmene i LC 480® programvaren. 
 
Analyse av primerselektiviteten ble utført ved smeltekurveanalyse med SYBR Green I. Etter 
amplifikasjon og denaturering av dsDNA ble temperaturen senket til 38C og gradvis økt til 
95 C under kontinuerlig fluorescensmåling ved ca. 460 nm. Med SYBR Green I formatet er 
det dissosiasjonen til dsDNA og ikke probene som monitoreres. Dataene ble analysert ved 
bruk av Tm Calling-algoritmen i LC 480® programvaren.  
 
4.6.2 Gelelektroforese  
For å bekrefte selektiviteten til primerparene ble PCR-produktene analysert ved elektroforese 
i 4 % agarosegel med etidiumbromid. Elektroforesen ble kjørt i ca. 1 time ved 120V. DNA 
lengdemarkør nr. V (Roche) og negative kontroller ble tatt med ved hver kjøring. Produktene 
ble visualisert med UV-lys. 
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4.6.3 Sekvensering av amplifikasjonsproduktene 
Sekvenseringen ble utført i post-PCR-sone og ble gjort i to hovedtrinn; først ble 
PCR-produktet renset med Exo ZAP-IT før selve sekvenseringsreaksjonen ble utført med Big 
Dye Terminator (BDT).  
 
Nylig amplifisert PCR-produkt ble overført fra de aktuelle brønnene til egne plastrør. Det ble 
tatt ut materiale fra to prøver med variant-allelet og to prøver med normal-allelet for UGT1A9 
c.-2152C>T og c.-275T>A, og en prøve for hhv. variant- og normal-allelet for UGT1A9 
c.-440C>T og c.-331T>C. PCR-produktene ble renset med ExoZAP-IT (2 µL PCR-vann + 1 
µL PCR-produkt + 1,2 µL ExoZAP-IT) på MJ Research PTC-200 (PCR-maskin). Dette 
trinnet sørget for at overskudds oligonukleotider og andre interfererende stoffer ble fjernet.  
 
Sekvenseringsreaksjonen ble gjort vha. BDT v3.1 Cycle Sequencing Kit som inneholder 
DNA-polymerase, deoksynukleotider (dNTP) og fluorescensmerkete dideoksynukleotider 
(ddNTP) i underskudd. Ferdig renset PCR-produkt ble tilsatt 13,8 µL BDT-mastermiks og 2 
µL F- eller R-primer, konsentrasjon på 1,6 µM, ble tilsatt i separate reaksjoner. Rørene ble 
sentrifugert og satt tilbake i PCR-maskinen og sekvenseringsreaksjonen ble utført i henhold til 
produsentens anvisning. Kapillærelektroforese av sekvenseringsproduktene ble gjort med ABI 
PRISM 3100 Genetic Analyzer på Avdeling for medisinsk genetikk, OUS, Rikshospitalet. 
Hver av de fire ddNTP emitterer fluorescens med ulik farge. DNA-molekyler i ulik lengde ble 
syntetisert enzymatisk, og ved måling av fluorescens ble nukleotid-rekkefølgen i templatet 
bestemt.  
 
4.7 Validering 
4.7.1 Valideringsparametre 
Genotyping ved smeltekurveanalyse er en kvalitativ, binær analyse, hvor det sanne resultatet 
kun kan ha ett av to mulige verdier. Metodene for UGT1A9-genotypingen ble validert med 
hensyn på sensitivitet, spesifisitet og robusthet etter protokoll for validering og verifisering av 
genetiske analyser ved MBK (Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3).49 
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Sensitiviteten er lik andelen sanne positive funn, eks. andel påviste sekvensvarianter som er 
riktig identifisert, mens spesifisiteten til analysen er lik andelen negative funn korrekt 
identifisert, eks. andel påvist fravær av sekvensvariant riktig identifisert.49, 50 Sensitivitet og 
spesifisiteten kan bestemmes ved sammenligning av resultater fra aktuell metode med kjent 
resultat, fortrinnsvis bestemt med ”gullstandard”-metode. I fravær av ”gullstandard”-metoder 
brukes ofte materiale som er karakterisert ved en annen analyseteknikk som referanse. 
Metodenes sensitivitet og spesifisitet ble validert ved sekvensering av PCR-produkt, som 
beskrevet i 4.6.3 (Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3). Resultatene fra sekvensering og 
genotyping ved smeltekurveanalyse ble sammenlignet. 
 
4.7.2 Robusthet 
Betydningen av relevante variabler som DNA-konsentrasjon og ulike oppbevaringsbetingelser 
ble undersøkt for metodene.  
 
4.7.2.1 Oppbevaringsbetingelser 
Det ble tatt en blodprøve (Vacuette® EDTA, 6 mL) fra hver av to friske frivillige individer 
(Se 3.3). Fra hvert prøverør ble det overført 1 mL til 5 blodprøveglass (Vacuette® No 
additive) som ble oppbevart under følgende betingelser før DNA-isolering og genotyping;  
 DNA-isolering direkte 
 Varmeskap ved 37 ºC i 2 dager  
 Romtemperatur i 1 uke  
 Kjøleskap (2-8 ºC) i 1 uke 
 Kjøleskap (2-8 ºC) i 2 uker  
 Kjøleskap (2-8 ºC) i 4 uker 
 
4.7.2.2 Antall blodceller og PCR-hemmere 
Betydningen av potensielle PCR-hemmere og variasjoner i blodcelleantall, deriblant 
leukocytter som bidrar med DNA, ble undersøkt ved å analysere fortynninger av fullblod og 
DNA-eluat.  
 
EDTA-fullblod fra to friske personer ble fortynnet med vann som følger; 
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 Ufortynnet blod  
 1:10 fortynning  
 1:20 fortynning  
 1:50 fortynning  
 1:100 fortynning  
 1:1000 fortynning  
 
Effekten av forskjeller i DNA-konsentrasjoner ble vurdert ved å analysere fortynninger av 
DNA-eluat med kjent konsentrasjon. DNA-konsentrasjonen ble målt spektrofotometrisk i 
ufortynnet materiale vha. Nano-drop-1000. For hver av sekvensvariantene ble det valgt eluat 
fra to kjente heterozygote prøver. De to samme prøvene ble målt for hhv. UGT1A9 
c.-2152C>T og c.-275T>A, og UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C. Det ble utført tre parallelle 
målinger og gjennomsnittets DNA-konsentrasjonen ble beregnet. DNA-eluatet ble fortynnet 
med vann som følger;  
 Ufortynnet DNA-eluat 
 1:10 fortynning 
 1:100 fortynning 
 1:250 fortynning 
 1:500 fortynning  
 1:1000 fortynning 
 
UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-440C>T og c.-331T>C ble analysert 
med to paralleller for hvert nivå av blod- og DNA-fortynning. Resultatene ble vurdert i 
forhold til relativ fortynningsgrad (fullblod) og DNA-konsentrasjon (DNA-eluat). 
 
4.8 Genotyping av pasientprøver 
Etter etablering og validering ble metodene benyttet til å analysere 
UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T, c.-275T>A c.-440C>T og c.-331T>C hos 32 
nyre-Tx pasienter. Forholdet mellom UGT1A9-genotype og MPA-eksponering ble undersøkt. 
Fordi det kun foreligger MPA C0-målinger, ble disse C0-verdiene brukt som estimat for 
pasientens MPA-eksponering. For å unngå variasjoner før innstilling av steady-state 
konsentrasjon ble MPA C0-verdier før dag fem post-Tx utelatt fra beregninger av median, 
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maks. og minimum MPA C0 for hver av pasientene. Dataene ble undersøkt med 
ikke-parametriske tester (Mann-Whitney -U-test, signifikansnivå 5 %) vha. SPSS. 
 
5 RESULTATER 
Vi har utviklet og validert analysemetoder for deteksjon av UGT1A9-sekvensvariantene 
c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-440C>T og c.-331T>C.  
 
5.1 Metodeutvikling 
 
5.1.1 Primer- og probedesign 
Primersekvensene som ble valgt for analyse av UGT1A9-promotervariantene er basert på eller 
identisk med tidligere publiserte primere. F- og R-primere for UGT1A9 c.-2152C>T er hentet 
fra Kuypers DRJ et al., 2008. F-primer for c.-275T>A analysen er identisk med primer fra 
Kuypers DRJ et al., 2008, mens R-primer er hentet fra Sànchez-Fructuosa et al., 2009. For 
analyse av variantene c.-440C>T og c.-331T>C ble det designet en kortere variant av 
F-primer publisert av Baldelli S et al., 2007, mens R-primer identisk med R-primer fra samme 
publikasjon (Tabell 3). 
 
 
Søk i BLAST, SNPCheck og Ensembl bekreftet at de valgte primer- og probesekvensene i 
teorien skal gi selektiv amplifikasjon og deteksjon av ønsket sekvens og allelvariant. For 
UGT1A9 -2152 LC10 (Tabell 4) rapporteres det imidlertid om en SNV, UGT1A9 c.-2141C>T 
(rs28970007), 11 bp nedstrøms for UGT1A9 c. -2152C>T (6.1 og Figur 34). Primerne har 
tilstrekkelige mismatcher med andre homologe sekvenser og det er ingen kjente 
sekvensvarianter i bindesetene for primerne. Det var noe større homologi mellom probene og 
andre sekvenser i genomet. Imidlertid vil ikke begge probene i probeparene bindes perfekt 
noe annet sted i genomet enn i UGT1A9-promoterområdet.   
 
Primerne og probenes selektivitet ble i tillegg bekreftet eksperimentelt ved 
smeltepunktanalyse, gelelektroforese og sekvensering av PCR-produkt (5.3, 5.4 og 5.5).   
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Tabell 3; Sekvens, produktlengde og smeltetemperatur (Tm) for de valgte primerne. 
Primernavn Sekvens (5`til 3`) Produkt-
størrelse 
(bp) 
Tm (º C)1 
UGT1A9 -440/-331_F1  
og 
UGT1A9 -440/-331_R1 
 GAAGAAGAGAAGCAGCAATATGTA 255 61,8 
63,1   CCAATGCTTTTGGACCTTGAAG
UGT1A9 -2152_F1 og 
UGT1A9 -2152_R1 
 TTGAGACAGAGTCGTGCTGTTT 242 66,0 
66,3  AGGTCAAGGTGGGCGTATC
UGT1A9 -275_F1 og 
UGT1A9 -275_R1 
 TCAGTGCTAAGGGCCTTGTT 280 65,8 
64,3  TGTATGTTTTCCAGACAACAGTAGC
1 Tm beregnet vha. LightCycler® Probe Design programvare. 
 
 
Tabell 4; Sekvens og smeltetemperaturer (Tm) for de valgte probene.  
Probenavn Sekvens  
(5`til 3`) 
Type Match Tm  
(º C)1 
Mismatch 
Tm (º C)1 
UGT1A9 
-440_3 
LCRed640-ATGGCAACTCATGCTCTAAGC-Phosphate 
 
C>T wt. 64,4 58,6 
UGT1A9 
-440_4 
GGCAACCAAATACTCTCTGTCCAGAGA-Fluorescein 
 
67,6 
UGT1A9 
-331_3 
CTAAATTTTGCTCTGGGACAAATTCCAAAAAAAA-
Fluorescein T>C variant 67,1 56,5 
UGT1A9 
-331_4 
LCRed705-
AGCTTTAATCAAATTTACTCTTACTTTATCTT-
Phosphate 
61,4 
UGT1A9 
-2152 LC9 
LCRed640-AGCGGAGGTTGCATTGAGCTGA-Phosphate 
 
C>T wt. 69,2 54,4 
UGT1A9 
-2152 
LC10 
GAGAATCACTTGAACCCGG-Fluorescein 
 
60,6 
UGT1A9 
-275 LC5 
ATAATTCTGCTTCTAAACTTAACAT-Fluorescein T>A wt. 58,4 53,2 
UGT1A9 
-275 LC6 
LCRed 640-CAGCACAGGGCATGTTCTGC-Phosphate 67,0 
1 Tm beregnet vha. LightCycler® Probe Design programvare. 
 
5.1.2 Primer- og probetitrering 
Konsentrasjonen av F- og R-primere ble optimalisert basert på Cq-verdier fra amplifikasjonen 
samt signalstyrke og fasong på smeltekurvene fra smeltekurveanalyse med prober og SYBR 
Green I. Ingen av de undersøkte primerkonsentrasjonene ga opphav til uspesifikke produkter 
ved analyse med SYBR Green I (Figur 14) og det var liten forskjell i Cq-verdier for de ulike 
primerkonsentrasjonene. Imidlertid hadde primerkonsentrasjonen betydning for 
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signalintensiteten og fasongen til smeltekurvene. Et assymmetrisk konsentrasjonsforhold 
mellom F- og R-primer ga best resultat for alle reaksjonene. Endelige primerkonsentrasjoner 
er angitt i Tabell 5. 
 
Figur 14; Analyse av primerselektivitet med SYBR Green I. En enkelt smeltetopp tyder på 
dannelsen av et spesifikt produkt ved bruk av UGT1A9 c.-2152C>T F- og R-primere med 
konsentrasjoner fra 0,25-0,75 µM i ulike kombinasjoner. Tilsvarende kurver for de andre 
UGT1A9-sekvensvariantene foreligger. 
 
Probetitreringen viste at konsentrasjonen av prober hadde liten betydning for signalstyrken. 
For analysen av UGT1A9 c.-2152C>T, c.-440C>T og c.-331T>C ga probekonsentrasjoner på 
0,20 µM best signal og ble valgt for videre analyser. For UGT1A9 c.-275T>A var det derimot 
liten forskjell i signalstyrke ved probekonsentrasjoner på 0,20 µM og 0,15 µM og 
probekonsentrasjoner på 0,15 µM ble derfor valgt for denne analysen. Endelige 
konsentrasjonene for probene er gitt i Tabell 5. 
 
 
 
 
 
 
 
Tm: ~87 ºC
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Tabell 5; Endelige primer- og probekonsentrasjoner etter optimalisering. 
 Primer-
konsentrasjon 
F1, µM 
Primer-
konsentrasjon 
R1, µM 
Probe-
konsentrasjon 
(donorprobe), 
µM  
Probe-
konsentrajson 
(akseptorprobe), 
µM 
UGT1A9 c.-2152 C>T 1,50 0,25 0,20 0,20 
UGT1A9 c.-275T>A 0,25 0,50 0,15 0,15 
UGT1A9 c.-440 C>T 0,25 0,75 0,20  0,20 
UGT1A9 c.- 331 T>C 0,25 0,75 0,20 0,20 
 
 
Figur 15; Før (venstre) og etter (høyre) nydesign av prober og optimalisering av primer- og 
probekonsentrasjoner for UGT1A9 c.-275T>A  (Obs! Smeltekurveanalysene er utført på ulike 
prøver). 
Primerkonsentrasjon
0,25 µM +0,50 µM
-275T>A
Tm: ~50 º C
-275T
Tm: ~55 º C
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Figur 16; Før (venstre) og etter (høyre) nydesign av prober og optimalisering av primer- og 
probekonsentrasjoner for UGT1A9 c.-2152C>T (OBS! Smeltekurveanalysene er utført på 
ulike prøver).  
 
Figur 17; Før (venstre) og etter (høyre) nydesign av prober og optimalisering av primer- og 
probekonsentrasjoner for UGT1A9 c.-440C>T (Obs! Smeltekurveanalysene er utført på ulike 
prøver). 
 
Primerkonsentrasjon
1,50 µM + 0,25 µM
-2152C>T
Tm: ~53 º C
-2152C
Tm: ~60 º C
-440C>T 
Tm: ~ 57 ºC
-440C
Tm: ~ 63 ºC
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Figur 18; Før (venstre) og etter (høyre) nydesign av prober og optimalisering av primer- og 
probekonsentrasjoner for UGT1A9 c.-331T>C (Obs! Smeltekurveanalysene er utført på ulike 
prøver). 
 
Smeltetemperaturer for hhv. match og mismatch med de ulike sekvensvariantene beregnet 
vha. LightCycler® Probe Design programvare jf. Tabell 4, avviker noe fra de virkelige 
Tm-verdiene jf. Figur 15, 16,17 og 18. 
 
5.2 Allelfrekvenser 
Basert på et kontrollmateriale med 100 pasienter (dvs. 200 alleler) var allelfrekvensen 5 % for 
UGT1A9 c.-2152C>T og c.-275T>A. For UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C var 
allelfrekvensen 24 % basert på et tilsvarende kontrollmateriale (n=100, dvs. 200 alleler). De 
samme prøvene var hhv. homo- eller heterozygote for UGT1A9 c.-2152C>T og c.-275T>A, 
og de samme prøvene var hhv. homo- eller heterozygote for UGT1A9 c.-440C>T og 
c.-331T>C. Dette stemmer godt med det som er rapportert i tidligere studier 
(Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3).42, 43 
 
Allelfrekvensen for UGT1A9-sekvensvariantene er oppsummert i Tabell 7 for hhv. 
kontrollgruppen, nyre-Tx pasienter (n=100) og undergruppen av nyre-Tx pasienter som var 
inkludert i pilotstudien (n=32).  
 
-331T 
Tm: ~ 56 ºC
-331T>C
Tm: ~ 62 ºC
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Tabell 7; Allelfrekvensen (%) for ulike UGT1A9-sekvensvarianter. 
 Allelfrekvens 
Kontrollmateriale 
(n=100), % 
Nyretransplanterte 
pasienter (n=100), % 
Nyretransplanterte 
pasienter (n=32), % 
UGT1A9 c.-2152C>T 5 8 17
UGT1A9 c.-275T>A 5 8 17
UGT1A9 c.-440C>T 24 29,5 23
UGT1A9 c.-331T>C 24 29,5 23
 
 
Allelfrekvenser og genotypefrekvenser i kontrollmaterialet og blant de 100 nyre-Tx 
pasientene var som forventet ifølge tidligere rapporter og Hardy-Weinbergs likevekt.32, 41, 43, 45 
De 32 pasientene fra pilotstudien skiller seg imidlertid mht. allelfrekvensen for UGT1A9 
c.-2152C>T og c.-275T>A. 
 
5.3 Smeltekurveanalyse med SYBR Green I 
Smeltekurveanalyse med SYBR Green I viste at de tre primerparene resulterte i tydelige 
smeltetopper med forventet Tm (Figur 14, 19, 20 og 21), hhv. 87 ºC for UGT1A9 c.-2152C>T, 
81 ºC for c.-275T>A og 83 ºC for c.-440C>T/c.-331T>C. Tilsvarende beregnede Tm -verdier 
ble i OLIGO oppgitt å være hhv. 87,1 ºC, 80,9 ºC og 81,5 ºC. Dette tyder på primerne er 
selektive og gir opphav til ønsket produkt. Tilsvarende resultater ved SYBR Green I analyse 
med prober til stede viser at heller ikke probene bidrar til dimerdannelse eller andre 
uspesifikke produkt av betydning.  
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Figur 19; Smeltekurver med SYBR Green I formatet etter optimalisering som viser 
smeltepunktet for produktet av UGT1A9 -2152_F1 og UGT1A9 -2252_R1, Tm: 87 ºC. 
Figur 20; Smeltekurver med SYBR Green I formatet etter optimalisering som viser 
smeltepunktet for produktet av UGT1A9 -275_F1 og UGT1A9 -275_R1, Tm: 81 ºC. 
 
Tm ~ 87 ⁰C
Tm ~ 81 ⁰C
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Figur 21; Smeltekurver med SYBR Green I formatet etter optimalisering som viser 
smeltepunktet for produktet av UGT1A9 -440/-331_F1 og UGT1A9 -440/-331_R1, Tm: 83 ºC. 
 
5.4 Gelelektroforese 
Gelelektroforese av PCR-produktene viste bånd som samsvarer med forventet produktlengde, 
jf. Figur 22 og 23. Et uspesifikt produkt viser seg som en svak front med lav molekylvekt i 
forkant av hovedbåndene for UGT1A9-440/-331_F1 og R1 (Figur 23). 
 
Figur 22; Agarosegelelektroforese: Bånd 1-4 viser PCR-produktene for UGT1A9 ved 
amplifisering med UGT1A9 -2152_F1 og R1. Bånd 5-8 viser PCR-produktene ved 
amplifisering med UGT1A9 -275_F1 og R1. Markøren (Nr. V, Roche) har bånd ved 267 bp 
(øverste båndet i den midterste grupperingen). 
 
Tm ~ 83 ⁰C
1 2 3 64 5 7 8
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Figur 23; Agarosegelelektroforese: Bånd 1, 2 og 3 viser PCR-produktene ved amplifisering 
med UGT1A9 -440/-331_F1 og R1. Markøren (Nr. V, Roche) har bånd ved 267 bp (øverste 
båndet i den midterste grupperingen).  
 
5.5 Sekvensering av PCR-produkt 
Sekvenseringsreaksjonene viste at sekvensene til de tre UGT1A9-amplikonene samsvarte med 
UGT1A9-referansesekvensen (NG_002601.2) fra GenBank. Det var fullstendig samsvar 
mellom resultatet ved sekvensering og smeltekurveanalyse for alle sekvensvariantene. Dette 
bekrefter metodenes sensitivitet og selektivitet (Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3). 
 
Figur 24; Utklipp av sekvenseringsresultatet (R-primer, antisense sekvens) fra en 
heterozygote prøve for UGT1A9 c.-2152C>T. Sekvenseringen samsvarer med genotypingen. 
1 2 3
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Figur 25; Utklipp av sekvenseringsresultatet (F-primer, antisense sekvens) fra en 
heterozygote prøve for UGT1A9 c.-275T>A. Sekvenseringen samsvarer med genotypingen.  
 
 
5.6 Validering  
Analyse av PCR-produktene ved sekvensering (5.5) bekrefter selektiv amplifikasjon av 
templatene og entydig deteksjon av sekvensvarianter, for de fire sekvensvariantene i 
UGT1A9-promoterområdet. Det ble ikke detektert amplifikasjon i noen av de negative 
kontrollene. Dette tyder på at metodene er sensitive og spesifikke (Valideringsrapporter; 
Vedlegg 1, 2 og 3).  
 
5.6.1 Robusthet 
 
5.6.1.1 Oppbevaringsbetingelser 
Oppbevaring under ulike betingelser, 0-4 uker ved 2-8 ºC og inntil 2 døgn ved 37 ºC påvirket 
ikke tolkningen av smeltekurveanalysen for noen av metodene (Figur 26 og 
Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3). 
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Figur 26; Analyse av UGT1A9 c.-440C>T. Smeltetopper med DNA fra blodprøver som har 
blitt oppbevart under ulike betingelser.  
 
5.6.1.2 Antall blodceller og PCR-hemmere 
Fullblod som var fortynnet t.o.m. 1:50 og t.o.m. 1:100 ga entydige smeltekurver hhv. for 
variantene c.-440C>T og c.-331T>C og for c.-2152C>T og c.-275T>A. Ved fortynning av 
DNA ga samtlige av UGT1A9-sekvensvariantene entydige smeltekurver t.o.m. 1:500 
fortynning (Figur 27, 28 og 29). Resultatene bekrefter at metodene er robuste i forhold til 
variasjon i leukocytt- og DNA-konsentrasjon (Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3). 
 
Tabell 6; Gjennomsnittlig DNA-konsentrasjon (ng/µl), beregnet ut fra tre parallelle målinger 
av ufortynnet DNA-eluat. 
 
 DNA-konsentrasjon, ng/µL DNA-konsentrasjon, ng/µL 
UGT1A9 c.-2152C>T og  
UGT1A9 c.-275T>A 
28,9 34,8 
UGT1A9 c.-440C>T og 
UGT1A9 c.- 331T>C 
22,3 34,0
Negativ kontorll
Heterozygot meltingstandard
Homozygot meltingstandard
2-8ºC i 1 uke
2-8ºC i 2 uke
2-8ºC i 4 uke
37ºC i 2 dager
romtemperatur i 1 uke
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Figur 27; venstre: UGT1A9 c.-275T>A    høyre: UGT1A9 c.-2152C>T 
Smeltetopper ved analyse av fortynninger av DNA-eluat. DNA-konsentrasjonen i ufortynnet 
prøve var 28,9 ng/µL.  
 
 
 
Figur 28; UGT1A9 c.-331T>C. Smeltetopper ved analyse av fortynninger av DNA-eluat.  
DNA-konsentrasjonen i ufortynnet prøve var 22,3 ng/µL.  
Ufortynnet DNA-eluat
Ufortynnet DNA-eluat
1:1000
1:1000
Negativ kontroll
Negativ kontroll
1:500
1:250
1:100
1:100
1:10
1:250
1:10
1:500
Negativ kontorll
Ufortynnet DNA-eluat
1:1000
1:500
1:250
1:100
1:10
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Figur 29; UGT1A9 c.-440C>T. Smeltetopper ved analyse av fortynninger av DNA-eluat. 
DNA-konsentrasjonen i ufortynnet prøve var 22,3 ng/µL.  
 
For ytterligere valideringsresultater se vedlagte valideringsrapporter.  
 
5.7 Pasientprøver 
Blant de 32 nyre-Tx pasientene ble det observert en homozygot og ni heterozygote for 
UGT1A9 c.-2152C>T (Figur31). De samme pasientene var hhv. wt., homozygot eller 
heterozygot for c.-275T>A (Figur 30). Pasientene ble også undersøkt for sekvensvariantene 
UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C (Figur 32 og 33). Sekvensvariantene c.-440C>T og 
c.-331T>C opptrådte sammen for alle prøvene, og det ble funnet fire homozygote og syv 
heterozygote for disse variantene (Tabell 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Negativ kontorll
Ufortynnet DNA-eluat
1:1000
1:500
1:250
1:100
1:10
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Figur 30; Smeltekurveanalyse for UGT1A9 c.-275T>A. Turkis kurve: negativ kontroll, grønn 
kurve: homozygot UGT1A9 c.-275T>A, blå kurver: heterozygote UGT1A9 c.-275T>A, røde 
kurver: homozygote UGT1A9 c.-275T. 
 
 
Figur 31;Smeltekurveanalyse for UGT1A9 c.-2152C>T. Turkis kurve: negativ kontroll, grønn 
kurve homozygot UGT1A9 c.-2152C>T, blå kurver: homozygote UGT1A9 c.-2152C, røde 
kurver: heterozygote UGT1A9 c.-2152C>T. 
 
 66
 
Figur 32; Smeltekurveanalyse for UGT1A9 c.-440C>T. Grå kurve: negativ kontroll, 
burgundre kurver: homozygote UGT1A9 c.-440T, blå kurver: heterozygote UGT1A9 
c.-440C>T, grønne kurver: homozygote UGT1A9 c.-440C. 
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Figur 33; Smeltekurveanalyse for UGT1A9 c.-331T>C. Turkis kurve: negativ kontroll, grønn 
kurve homozygot UGT1A9 c.-331T, blå kurver: heterozygote UGT1A9 c.-331T>C, røde 
kurver: homozygote UGT1A9 c.-331C. 
 
Blant pasientene var det 16 som ikke hadde noen av UGT1A9-sekvensvariantene (angitt som 
haplotype 1), mens fem av pasientene var enten homozygot eller heterozygot for alle fire 
variantene (angitt som haplotype 2), jf. Tabell 8. 
 
Tabell 8; Haplotypestruktur av UGT1A9-promoterområde og frekvens blant nyre-Tx 
pasienter (n=32). 
Haplotype c.-2152 
C>T 
c.-440 
C>T 
c.-331 
T>C 
c.-275 
T>A 
Antall 
nyretransplanterte 
pasienter 
1 C C T T 16
2 T T C A 5
3 C T C T 6
4 T C T A 5
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Seks av pasientene hadde av ulike grunner ikke fått MPA. Tre av disse pasientene var 
haplotype 1, en var haplotype 2 og to var haplotype 4. Median, maks. og minimum MPA 
C0-verdier ble beregnet for hver av pasientene som beskrevet under 4.8. 
 
Tabell 9; Median, maks. og minimum MPA C0 blant de ulike haplotypene.  
 Haplotype 1 
n=13 
Haplotype 2 
n=4 
Haplotype 3 
n=6 
Haplotype 4 
n=3 
Median median 
MPA1 
0,7 
(0,4-2,1) 
1,33
(0,75-5,25) 
0,9 
(0,55-3,4) 
0,5
(0,5) 
Median min 
MPA1 
0,4 
(0,2-1,1) 
0,55
(0,3-0,9) 
0,5 
(0,4-2,2) 
0,3
(0,3) 
Median maks 
MPA1 
2 
(0,5-9,9) 
2,4
(0,8-9,2) 
3,3 
(0,8-7,8) 
0,9
(0,8-1,0) 
Gjennomsnitts 
median MPA 
0,87 
 
2,16 1,39 0,5
1 Konsentrasjonsområde for utregning av median angitt i parentes. 
 
Det ble ikke funnet noen signifikant assosiasjon mellom haplotypene og MPA C0–verdiene 
(Mann-Whitney -U-test, signifikansnivå 5 %). 
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6 DISKUSJON  
Flere sekvensvarianter i genet som koder for UGT1A9 har blitt assosiert med endret 
MPA-konsentrasjon eller virkning, og genotyping av UGT1A9-varianter har blitt foreslått som 
en mulig strategi for optimalisering av MPA-behandling.44, 51 Det er i dette 
mastergradsprosjektet blitt etablert og validert tre metoder for analyse av 
UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-331T>C og c.-440C>T. 
 
6.1 Metodeutvikling 
Promoterområdet til UGT1A9-genet har mange repetitive enheter og stor homologi med andre 
promoterområder i genomet. Dette begrenser mulighetene for design av selektive primere og 
prober. Arbeidet med å finne egnede primere ble imidlertid forenklet ved å bruke publiserte 
primersekvenser som er kjent å fungere. Primersekvensene ble likevel vurdert mht. 
rapporterte sekvensvarianter og om de var egnet i forhold til ønskede analysebetingelser, 
deriblant reagenser, instrument, PCR-program og deteksjonsprinsipp. I tillegg til evaluering 
av sekvensene vha. algoritmer og søk i databaser (4.3), ble selektiviteten til primerne bekreftet 
eksperimentelt. Analyse med SYBR Green I, gelelektroforese og sekvensering viste 
amplifikasjon av produkt med hhv. forventet Tm, lengde og sekvens (Valideringsrapporter, 
Vedlegg 1, 2 og 3 og Figur 14 og 19-21).   
 
Tidligere rapporterte metoder for analyse av UGT1A9-variantene c.-2152C>T, c.-275T>A, 
c.-331T>C og c.-440C>T involverer enten deteksjon med hydrolyseprober eller mangler 
sekvensinformasjon om proben(e).1, 2, 41-43, 45 Fordi det var ønskelig å utføre genotypingen 
med et bestemt PCR-program og bruk av smeltekurveanalyse, ble det designet nye prober for 
deteksjon av de aktuelle UGT1A9-variantene (4.3). Hybridiseringprober med ulik lengde, 
plassering (sense- vs. antisense-tråd) og match (normal- vs. variantsekvens) ble sammenlignet 
eksperimentelt for å optimalisere smeltekurveanalysen for sikker tolkning av 
sekvensvariantene. 
 
Det var spesielt problematisk å finne prober for UGT1A9 c.-2152C>T som fungerer sammen 
med de publiserte primersekvensene. I tillegg til at lokalisasjonen av prober begrenses av 
posisjonen til sekvensvarianten som skal detekteres, så er det rapportert en SNV, UGT1A9 
c.-2141C>T (rs28970007), lokalisert 11 bp nedstrøms for c.-2152C>T (Figur 34). Den 
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kliniske betydningen av c.-2141C>T er ikke kjent og det er viktig at denne varianten ikke kan 
mistolkes som c.-2152C>T. De tre første hybridiseringsprobeparene som ble undersøkt bindes 
til antisense-tråd relativt nært bindesetet for F-primer (Figur 34). Ingen av disse probeparene 
resulterte i tolkbare smeltekurver (Figur 16, venstre). Heller ikke bruk av en Simpleprobe med 
bindesete på antisense-tråd ga tilstrekkelig signal for genotyping.  
 
Figur 34; UGT1A9-gensekvens (NG_002601.2) og probepar for deteksjon av c.-2152C>T 
(alternativ 1, 2 og 3). De tre probeparene bindes til antisense-tråd. Sekvensen til F-primer er 
vist ved understreking av gensekvensen. Lave signaler ved smeltekurveanalyse skyldes trolig 
at probene bindes for nært F-primer og i stor grad ødelegges av DNA-polymerasen under 
PCR.  
 
To ulike probepar med bindeseter på sense-tråden resulterte derimot i tydelige smeltetopper. 
Probenes posisjon i målsekvensen og avstand til primerne har i seg selv ingen effekt på 
smeltekurveanalysen. Imidlertid kan probenes posisjon i forhold til F-primer, samt sterke 
bindinger (guanin og cytosin) i 5´-ende, føre til at probene blir ødelagt av DNA-polymerasens 
5´-3´-eksonukleaseaktivitet under elongeringen. Denne teorien støttes både av synlig 
produktdeteksjon under amplifikasjon, smeltekurvens fasong og den lave signalstyrken ved 
bruk av prober som bindes til antisense-tråd sammenlignet med prober med bindesete på 
sense-tråd. 
 
Sensorproben i det endelige probeparet for analyse av UGT1A9 c.-2152C>T (Tabell 4) vil 
også detektere varianten c.-2141C>T. Teoretisk vil full match mellom templat og probe gi en 
Tm på 60,6 ºC, deteksjon av UGT1A9 c.-2152C>T vil gi en Tm på 54,4 ºC mens deteksjon av 
UGT1A9 c.-2141C>T vil gi en Tm på 57,8 ºC. Basert på forskjellen i Tm vil både normalallelet 
og de to sekvensvariantene kunne differensieres ved smeltekurveanalyse. I eventuelle 
                                                                       
      C>T (rs28970006)      
     5´TTTTTGTTTTTTATTTTTGAGACAGAGTCGTGCTGTTTTGCCCGGGCTGGAGTATAATGGCGTGATC 
     3´AAAAACAAAAAATAAAAACTCTGTCTCAGCACGACAAAACGGGCCCGACCTCATATTACCGCACTAG 
 
 
      CCGGGTTCAAGTGATTCT  TGCCTCAGCCTCCAGAGTAGCT    
TCAGCTCAATGCAACCTCCGCT  CCGGGTTCAAGTGATTCT                            
                   GCTTCCCGGGTTCAAGTGATTC  CTGCCTCAGCCTCCAGAGTAGCTGG  
   c.-2152C>T(rs17868320) C>T(rs28970007)  
TCAGCTCAATGCAACCTCCGCTTCCCGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCAGAGTAGCTGGGATTA3´ 
AGTCGAGTTACGTTGGAGGCGAAGGGCCCAAGTTCACTAAGAGGACGGAGTCGGAGGTCTCATCGACCCTAAT5´ 
Probe alt. 3
Probe alt. 2
Probe alt. 1
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tvilstilfeller vil det utføres sekvensering for å bekrefte hvilken sekvensvariant man har 
detektert. 
 
Ved deteksjon av UGT1A9 c.-275T>A var signalstyrken høy og relativ lik mellom de ulike 
probeparene som ble forsøkt, mens smeltekurvefasongen varierte i større grad. Det endelige 
probeparet bindes til antisense-tråd (Tabell 4). Full match med wt. ga størst forskjell i Tm for 
normal- og variantsekvens og tydeligst smeltetopper (Figur 15). 
 
I likhet med UGT1A9 c.-2152C>T ligger sekvensvarianten c.-440C>T relativt nært bindesetet 
for F-primer og det ble derfor også valgt prober som bindes til sense-tråd for denne varianten. 
Probene som detekterer UGT1A9 c.-331T>C bindes til antisense-tråd (Tabell 4). For å oppnå 
størst mulig forskjell i Tm for normal- og variantsekvens ble det valgt en sensorprobe med full 
match med variantsekvensen. Pasienter som er homozygote for normalvarianten (c.-331T) vil 
følgende ha en smeltetopp tidligere enn pasienter som er homozygote for variantsekvensen 
(c.-331T>C), jf. Figur 18 og 33. 
 
Prinsippene multipleks- og multikolor-PCR reduserer behovet for prøvemateriale og 
reagenser, og kan dermed være kostnadseffektivt og tidsbesparende. Man må imidlertid 
beregne mer tid og arbeid i optimalisering av metoden. Krysskomplementaritet mellom 
oligonukleotidene, kompetitive PCR-reaksjoner (multipleks-PCR) og biprodukter kan 
komplisere tolkingen av resultatet. Sekvensvariantene UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C er 
lokalisert så tett at begge variantene kan analyseres i samme reaksjon ved bruk av ett 
primerpar og to ulike probesett. Ved bruk av ett primerpar for amplifikasjon av ett produkt er 
det mindre risiko for konkurranse om reagenser som ofte kan være et problem ved 
multipleks-PCR.  
 
Etter identifisering av egnede primere og prober ble metodene optimalisert ved titrering av 
primer- og probekonsentrasjoner. Endelige konsentrasjoner ble valgt hovedsakelig basert på 
signalstyrke og fasong på smeltekurvene. I tillegg ble kvantifiseringsparameteren Cq brukt for 
å gi en indikasjon på forskjeller i produktmengde. Teoretisk vil en asymmetrisk 
primerkonsentrasjon i favør av R-primer gi en mest effektiv amplifikasjon for prober som 
bindes til antisense-tråd. For de primersettene hvor vi fikk indikasjoner på at en asymmetrisk 
fordeling av primerkonsentrasjonene kunne være gunstig, utførte vi flere forsøk hvor vi testet 
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flere primerkonsentrasjonsforhold med stor asymmetri. Som oppsummert i Tabell 5 ble det 
valgt en asymmetrisk primerfordeling for alle tre analysemetodene.  
 
For analysen av UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C ble de endelige primerkonsentrasjonene et 
kompromiss mellom primerkonsentrasjonene som hadde vist seg å være best for de 
monoplekse reaksjonene. Probeparene som detekterer UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C 
bindes hhv. på sense- og antisense-tråd. På grunn av dette vil det teoretisk optimale 
primerkonsentrasjonsforholdet være motsatt for de to sekvensvariantene. Under 
primertitreringen ble det observert at konsentrasjonsforholdet hadde størst betydning for 
signalet fra c.-331T>C-probeparet og det ble derfor valgt en asymmetrisk 
primerkonsentrasjon til fordel for UGT1A9 c.-331T>C deteksjon (Tabell 5). 
  
Før optimalisering av c.-331T>C-analysen observerte vi en liten ekstratopp på smeltekurven 
for normalallelet (Figur 18). Denne toppen skyldes mest sannsynlig at noen av probene 
mangler den blokkerende fosfatgruppen i 3´-ende. Uten fosfathalen vil proben kunne fungere 
som en primer for DNA-polymerasen og gi opphav til et biprodukt. I en prøve som er 
homozygot for normalvarianten vil dette kunne føre til inkorporering av 
deoksycytosintrifosfat (dCTP) i posisjon c.-331 under PCR-reaksjonen. Dette vil dermed 
resultere i smeltetopper ved de samme temperaturene som en heterozygot prøve ville fått. Selv 
om denne falske sekvensvarianten vil gi en lavere topp enn en heterozygot prøve ville gitt kan 
dette potensielt påvirke vurderingen av prøveresultatet. Produsent av probene ble informert 
om problemet. I tillegg til å sørge for at kvaliteten på probene er optimal kan vi redusere 
probe-primingen bl.a. ved å gjøre primer-primingen mer effektiv. Det gjorde vi ved å 
optimalisere konsentrasjonen av primerne og forholdet mellom dem, samt at vi benyttet 
touchdown-PCR som beskrevet i 4.4.  
 
SYBR Green I-analyse og gelelektroforese etter optimalisering bekreftet at heller ikke 
probene bidrar til uønskede produkter for c.-2152C>T og c.-275T>A analysene. Imidlertid 
viste gelelektroforese av produktet fra UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C multikolor-PCR et 
svakt bånd med lengde på ca. 20-40 bp (Figur 23). Biproduktet skyldes mest sannsynlig 
dimerdannelse mellom oligonukleotider i reaksjonsblandingen og dette vil ikke påvirke 
resultatet av genotypingen. Det ble ikke observert noe biprodukt ved sekvensering. 
Sekvenseringen bekreftet amplifikasjon av ønsket produkt og identifisering av riktig 
sekvensvariant.  
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6.2 Validering 
Det var ønskelig å validere metodene for UGT1A9-genotyping for å sikre at analysemetodene 
er egnet til å utføre de oppgavene de er ment å utføre og at de konsekvent gir riktig svar. 
Genotyping av en bestemt sekvensvariant gjøres vanligvis bare en gang og man må kunne 
stole på at analysen gir det riktige svaret akkurat denne gangen. I tillegg til å ha konsekvenser 
for den enkelte pasient, kan resultater fra genanalyser ha betydning for pasientens slektninger. 
MBK, OUS, Rikshospitalet, er akkreditert etter ISO 15189 og dette innebærer at 
egenutviklede analysemetoder til diagnostisk bruk skal valideres.  
 
Sanntids-PCR og genotyping ved smeltekurveanalyse er en veletablert og anerkjent metode 
som gir muligheter til spesifikk og sensitiv analyse av sekvensvarianter. Valideringen ble 
utført i henhold til retningslinjer fra Mattocks et al..49 
 
Parametre som bør valideres varierer avhengig av analysetype. Uavhengig av analysetype bør 
valideringsprosessen inkludere en vurdering av kritiske parametre som kan påvirke utførelsen 
av analysen, samt nødvendige kontrollparametre og begrensinger som må tas hensyn til. For 
kvalitative, binære analyser som genotyping av sekvensvarianter er sensitivitet, spesifisitet og 
robusthet anbefalte valideringsparametre.49 Metodenes egnethet bør vurderes allerede før 
selve metodeutviklingen og senere bekreftes under valideringsprosessen. 
 
Vi har validert metodenes sensitivitet ved sekvensering av to prøver med variant-allelet og to 
prøver med normal-allelet for UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T og c.-275T>A, og en 
prøve for hhv. variant- og normal-allelet for UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C 
(Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3). Det var fullstendig samsvar mellom resultatet ved 
sekvensering og smeltekurveanalyse for alle sekvensvariantene (5.5, Figur 24 og 25).  
 
Metodenes spesifisitet ble validert ved tilsvarende analyseoppsett som for validering av 
sensitiviteten (Valideringsrapporter; Vedlegg 1, 2 og 3).  
 
Valideringen som er utført så langt er noe mangelfull med hensyn på sensitivitet og 
spesifisitet, og videre validering av metodene bør inkludere sammenligning av analyseresultat 
med resultat fra annen metode (helst ”gullstandard”). Det er nødvendig med analyse av et 
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større referansemateriale (prøver med kjent genotype, f.eks. 60 av hver sekvensvariant) for å 
kunne angi verdier for sensitiviteten og spesifisiteten til metodene. I tillegg bør de samme 
prøvene analyseres på ulike dager og av ulike operatører, samt ved bruk av ulike reagens-lot 
om mulig.  
 
Metodenes robusthet ble grundig validert, men også her bør videre validering inkludere 
analyse av samme prøver på ulike dager og av ulike operatører. 
 
Sanntids-PCR-metodikk har et stort dynamisk område mht. DNA-konsentrasjon (10-1010 
templater) og variasjoner i DNA-konsentrasjon har vanligvis liten betydning for 
analyseresultatet ved genotyping. Antall leukocytter kan imidlertid variere betraktelig i 
forbindelse med blant annet ulike sykdomsprosesser og ved kraftig immunsuppresjon. Svært 
lave leukocyttkonsentrasjoner kan gi så lavt DNA-utbytte ved isolering at det fører til 
problemer med amplifikasjon og produktdeteksjon. I tillegg er det ønskelig å finne ut hvor 
følsom metoden er på variasjoner i DNA-konsentrasjon og undersøke betydningen av 
tilstedeværelse av PCR-hemmere. PCR-hemmere som heparin, kan redusere effektiviteten ved 
amplifiseringen og dermed føre til at det dannes for lite produkt til deteksjon. Effekten av 
heparin kan reduseres eller elimineres ved å fortynne prøvematerialet, og det er av den grunn 
gunstig å vite i hvilket DNA-konsentrasjonsområde analysen gir sikre svar.   
 
Fortynninger av DNA-eluat t.o.m 1:500 ga entydige resultat ved smeltekurveanalyse (Figur 
27-29). Dette tilsvarer en DNA-konsentrasjon på hhv. 0,06 ng/µL (UGT1A9 c.-2152C>T og 
c.-275T>A) og 0,04 ng/µL (UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C). Dette tyder på at 
analysemetodene er relativt robuste mot variasjoner i leukocyttantall og DNA-konsentrasjon. 
Analysen av DNA-eluat fortynnet 1:1000 illustrerer imidlertid hvordan lave 
DNA-konsentrasjoner kan føre til feiltolkning av analyseresultatet (Figur 27-28). Den 
allelspesifikke amplifikasjonen skyldes trolig en ujevn fordeling av molekyler med hhv. 
normal- og variantsekvens ved lave DNA-konsentrasjoner. Denne fordelingen kan resultere i 
at bare den ene sekvensvarianten eller en svært skjev fordeling mellom sekvensvarianter 
fungerer som templat ved PCR. En pasient som egentlig er heterozygot for de aktuelle 
sekvensvariantene vil da komme til syne som en homozygot for det allelet vi har fått 
amplifisert mest av. Det er derfor viktig å være oppmerksom på smeltetopper som er betydelig 
lavere enn toppene for kontroller eller andre prøver. 
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6.3 UGT1A9-genotyping av nyretransplanterte pasienter 
De 32 nyre-Tx pasientene hadde tilsynelatende høyere allelfrekvens for UGT1A9 c.-2152C>T 
og c.-275T>A enn det øvrige kontrollmaterialet, og det som er rapportert tidligere (Tabell 7). 
Årsaken til dette kan være forskjeller i allelfrekvens mellom ulike populasjoner. Høyere 
frekvens blant pasientene sammenlignet med kontrollgruppen kan også tyde på at 
sekvensvarianten er assosiert med årsaken til nyresykdom som fører til transplantasjon (Tabell 
7). Pasientgruppen har i tillegg en høy andel BPAR. På grunn av begrensede kinetikkdata og 
lavt pasientantall har det ikke vært mulig å undersøke disse sammenhengene nærmere.   
 
Etter analyse av prøver fra ytterligere 68 nyre-Tx pasienter ble allelfrekvensen blant nyre-Tx 
pasienter (n=100) redusert til 8 % (Tabell 7). Det kan ha vært en tilfeldighet at så mange av 
pasienten fra pilotstudien hadde sekvensvariantene UGT1A9 c.-2152C>T og c.-275T>A, men 
vi kan heller ikke utelukke at det var et reelt funn. Forskjeller i demografiske fakta og 
underliggende diagnose blant pasientene i de to populasjonene kan ha ført til de avvikende 
resultatene.  
 
Som beskrevet innledningsvis (1.5.1) er sekvensvariantene UGT1A9 c.-2152C>T og 
c.-275T>A og UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C assosiert med hhv. økt og redusert 
glukuronideringsaktivitet. Den direkte effekten av sekvensvariantene er imidlertid ikke kjent. 
Ulike kombinasjoner av sekvensvarianter i en studiepopulasjon vil komplisere tolkningen av 
genotype-fenotype assosiasjoner. For å kunne si noe om hvilken av sekvensvariantene som 
har betydning, evt. størst betydning, for aktiviteten er det viktig å vurdere de ulike 
sekvensvariantene hver for seg. Den fullstendige haplotypestrukturen til 
UGT1A9-promoterområdet er ikke undersøkt for de 32 nyre-Tx pasientene. Bidrag fra andre 
klinisk relevante sekvensvarianter kan derfor ikke utelukkes. Pasientene ble delt inn i 
haplotype 1-4 basert på UGT1A9-sekvensvariantene c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-440C>T og 
c.-331T>C. Fem av pasientene hadde alle sekvensvariantene, haplotype 2 (Tabell 8). For disse 
pasientene vil det være vanskelig å vurdere mulige sammenhenger mellom MPA-
konsentrasjon og sekvensvariant ettersom effekten av variantene kan motvirke hverandre. 
UGT1A9 c.-2152C>T og c.-275T>A, og UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C forekom i 
fullstendig korrelasjon med hverandre. Det kan derfor være vanskelig å identifisere 
betydningen den enkelte promotersekvensvarianten har for UGT1A9-aktivitet basert på 
kliniske studier. 
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Vi observerte en tendens til høyere glukuronideringsaktivitet hos pasienter med 
UGT1A9-variantene c.-2152C>T og c.-275T>A (Tabell 9). Dette gjenspeiles i lavere MPA 
C0-verdier (median, minimum og maksimum) for haplotype 4 sammenlignet med MPA 
C0-verdier for haplotype 1 (Tabell 9). Resultatene taler også for at UGT1A9 c.-440C>T og 
c.331T>C fører til en redusert glukuronideringsaktivitet om man sammenlikner MPA 
C0-verdiene mellom haplotype 1 og 3 (Tabell 9). Tallene i Tabell 9 tyder på at UGT1A9 
c.-2152C>T og c.-275T>A har størst betydning for konsentrasjonen av MPA. På grunn av det 
lave pasientantallet kan man ikke trekke noen slutninger fra observasjonene.  Resultatene våre 
samsvarer imidlertid med tidligere rapporterte data fra flere andre studier.1-3  
 
De siste årene er det utført flere studier som undersøker betydningen av genetiske faktorer for 
MPA-farmakokinetikk og -dynamikk.1-3, 52, 53 Det er imidlertid motstridende resultater mellom 
studier. Forskjellen i observerte effekter kan skyldes at genotype-fenotype assosiasjoner 
tolkes ulikt. I enkelte studier ser de på sekvensvarianter hver for seg, mens de i andre studier 
ikke nødvendigvis har tatt hensyn til om pasientene har en eller flere sekvensvarianter. De 
variable resultatene kan også skyldes at pasientene har fått ulike legemiddelregimer. CsA og 
takrolimus utøver motsatte effekter på MRP-2 (1.3.1.4) 44, som er involvert i den 
enterohepatiske metabolismen til MPA og som i stor grad påvirker MPAs farmakokinetikk 
(1.3.1.2). Metodologiske forskjeller i studiedesign kan også bidra til at studier gir 
uoverensstemmende resultater. Effekter på glukuronideringsaktivitet dokumentert i in vitro 
studier samsvarer ikke nødvendigvis med observasjoner in vivo.44 I tillegg vil 
pasientpopulasjon og type kontrollgruppe (f.eks. etnisitet og syke vs. friske) kunne påvirke 
resultatene. 
 
Farmakogenetiske analyser kan være et nyttig bidrag i forbindelse med individualisering av 
MPA-behandling. En av fordelene med farmakogenetiske analyser er at de kan utføres 
allerede før transplantasjon, og dermed bidra til en bedre individuell tilpasset 
MPA-behandling fra start og maksimere legemidlets terapeutiske potensial. Flere 
sekvensvarianter i gen involvert i MPA transport, metabolismen (1.3.1.2) eller 
farmakodynamikk (1.3.1.1) er rapportert å ha betydning for MPA-effekt og konsentrasjon. 
Resultatet fra genotyping av en enkelt sekvensvariant bør derfor vurderes i forhold til andre 
farmakogenetiske faktorer og andre parametre som f.eks. legemiddelkonsentrasjon eller 
biomarkører (1.4). I tillegg til UGT1A9-sekvensvarianter har varianter i IMPDH1- og 
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IMPDH2-genene blitt assosiert med IMPDH-aktivitetsnivå og risiko for rejeksjon.28, 29 Mens 
UGT1A9-sekvensvariantene bidrar til farmakokinetisk variasjon vil genotyping av 
IMPDH-sekvensvarianter kunne forklare interindividuelle forskjeller i den farmakodynamiske 
responsen. Haplotypeanalyser, analyse av flere gener eller en farmakogenomisk tilnærming 
kan være mulige strategier for å forklare en større del av variasjonen i MPA 
farmakodynamikk og -kinetikk. 
 
6.4 Veien videre  
Per i dag har vi analysert få pasienter og har bare MPA C0-målinger for disse. 
Pasientmaterialet som inngikk i pilotstudien var samlet inn i forbindelse med en tidligere 
studie designet for å undersøke mulig induksjon av IMPDH etter transplantasjon og oppstart 
av immunsuppressiv behandling.27 Materialet var derfor i utgangspunktet ikke designet for å 
undersøke MPA farmakogenetikk og farmakokinetikk.  
 
For å bestemme nytteverdien av UGT1A9-genotyping før MPA-behandling vil studier av 
større pasientpopulasjoner og utvidede kinetikkmålinger være nødvendig. Det vil være 
interessant å se på haplotypeanalyser, for å bedre forstå sammenhengen mellom ulike 
sekvensvarianter og den store variabiliteten blant pasientene. I tillegg kan det være relevant å 
undersøke betydningen av variasjon i blant annet IMPDH1-, IMPDH2- og ABCC2-genene i 
forhold til MPA-effekt.30, 31, 36  
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7 KONKLUSJON  
Det har blitt utviklet og validert metoder for UGT1A9-genotyping ved sanntids-PCR og 
smeltekurveanalyse. Analyse av pasient- og kontrollprøver viser at metodene er egnet for 
formålet. Valideringsresultatene tyder på at metodene gir sensitiv og spesifikk deteksjon av 
sekvensvariantene UGT1A9 c.-2152C>T, c.-275T>A, c.-440C>T og c.-331T>C. I tillegg er 
metodene robuste mot relevante variabler som forskjeller i DNA- og blodcellekonsentrasjon, 
samt oppbevaringsbetingelser for prøvematerialet. 
 
Analyseresultatene fra en pilotstudie viser tendens til lavere MPA-konsentrasjon blant 
nyre-Tx pasienter med UGT1A9-variantene c.-2152C>T og c.-275T>A. Det er imidlertid 
nødvendig med større studier og utvidede MPA-målinger for å vurdere hvilken betydning 
UGT1A9-variantene c.-275T>A, c.-2152C>T, c.-440C>T og c.-331T>C har for 
MPA-farmakokinetikk og klinisk effekt.   
 
Bruk av farmakogenetiske analyser kan være et nyttig supplement i forbindelse med 
individualisering av MPA-behandling. Sekvensvarianter i gener med betydning for 
MPA-virkning, metabolisme eller transport har blitt assosiert med endret konsentrasjon eller 
effekt av legemidlet. Imidlertid må den kliniske nytteverdi av farmakogenetiske analyser, 
deriblant av UGT-sekvensvarianter, dokumenteres ytterligere før genotyping alene kan brukes 
til å styre MPA-behandling. 
 
 
 79
REFERANSELISTE  
 
 
 1.      Kuypers DR, Naesens M, Vermeire S et al: The impact of uridine diphosphate-
glucuronosyltransferase 1A9 (UGT1A9) gene promoter region single-nucleotide 
polymorphisms T-275A and C-2152T on early mycophenolic acid dose-interval 
exposure in de novo renal allograft recipients. Clin Pharmacol Ther 2005Oct.2005; 
78: 351-361. 
 2.      Baldelli S, Merlini S, Perico N et al: C-440T/T-331C polymorphisms in the 
UGT1A9 gene affect the pharmacokinetics of mycophenolic acid in kidney 
transplantation. Pharmacogenomics 2007Sept.2007; 8: 1127-1141. 
 3.      Levesque E, Delage R, oit-Biancamano MO et al: The impact of UGT1A8, 
UGT1A9, and UGT2B7 genetic polymorphisms on the pharmacokinetic profile of 
mycophenolic acid after a single oral dose in healthy volunteers. Clin Pharmacol 
Ther 2007Mar.2007; 81: 392-400. 
 4.      Thorsby E: [Transplantation medicine in Norway through 50 years]. Tidsskr 
Nor Laegeforen 2006Dec.2006; 126: 3305-3310. 
 5.      Parham,P. The Immune System(Garland Science, Taylor & Francis Group, 
LLC, New York, 2009). 
 6.      Morris PJ, Johnson RJ, Fuggle SV et al: Analysis of factors that affect outcome 
of primary cadaveric renal transplantation in the UK. HLA Task Force of the Kidney 
Advisory Group of the United Kingdom Transplant Support Service Authority 
(UKTSSA). Lancet 1999Oct.1999; 354: 1147-1152. 
 7.      Protokoll for nyre-transplantasjon og pancreas-transplantasjon. 2010.   
Ref Type: Generic 
 8.      Kuypers DR: Benefit-risk assessment of sirolimus in renal transplantation. 
Drug Saf 20052005; 28: 153-181. 
 80
 9.      Augustine JJ, Bodziak KA, Hricik DE: Use of sirolimus in solid organ 
transplantation. Drugs 20072007; 67: 369-391. 
 10.      Srinivas TR, Schold JD, Guerra G et al: Mycophenolate mofetil/sirolimus 
compared to other common immunosuppressive regimens in kidney transplantation. 
Am J Transplant 2007Mar.2007; 7: 586-594. 
 11.      Foreningen for utgivelse av norsk legemiddelhåndbok. Norsk 
legemiddelhåndbok for helsepersonell. 2010.   
Ref Type: Generic 
 12.      Budde K, Glander P, Diekmann F et al: Review of the immunosuppressant 
enteric-coated mycophenolate sodium. Expert Opin Pharmacother 2004June2004; 5: 
1333-1345. 
 13.      Knoll G: Trends in kidney transplantation over the past decade. Drugs 
20082008; 68 Suppl 1: 3-10. 
 14.      Halloran PF: Immunosuppressive drugs for kidney transplantation. N Engl J 
Med 2004Dec.2004; 351: 2715-2729. 
 15.      Augustine JJ, Hricik DE: Minimization of immunosuppression in kidney 
transplantation. Curr Opin Nephrol Hypertens 2007Nov.2007; 16: 535-541. 
 16.      Shaw LM, Nowak I: Mycophenolic acid: measurement and relationship to 
pharmacologic effects. Ther Drug Monit 1995Dec.1995; 17: 685-689. 
 17.      Felleskatalogen. 2011.   
Ref Type: Generic 
 18.      Sollinger HW: Mycophenolate mofetil for the prevention of acute rejection in 
primary cadaveric renal allograft recipients. U.S. Renal Transplant Mycophenolate 
Mofetil Study Group. Transplantation 1995Aug.1995; 60: 225-232. 
 81
 19.       Placebo-controlled study of mycophenolate mofetil combined with cyclosporin 
and corticosteroids for prevention of acute rejection. European Mycophenolate 
Mofetil Cooperative Study Group. Lancet 1995May1995; 345: 1321-1325. 
 20.       A blinded, randomized clinical trial of mycophenolate mofetil for the 
prevention of acute rejection in cadaveric renal transplantation. The Tricontinental 
Mycophenolate Mofetil Renal Transplantation Study Group. Transplantation 
1996Apr.1996; 61: 1029-1037. 
 21.      Staatz CE, Tett SE: Clinical pharmacokinetics and pharmacodynamics of 
mycophenolate in solid organ transplant recipients. Clin Pharmacokinet 20072007; 
46: 13-58. 
 22.      Bullingham RE, Nicholls AJ, Kamm BR: Clinical pharmacokinetics of 
mycophenolate mofetil. Clin Pharmacokinet 1998June1998; 34: 429-455. 
 23.      Carr SF, Papp E, Wu JC et al: Characterization of human type I and type II 
IMP dehydrogenases. J Biol Chem 1993Dec.1993; 268: 27286-27290. 
 24.      Ransom JT: Mechanism of action of mycophenolate mofetil. Ther Drug Monit 
1995Dec.1995; 17: 681-684. 
 25.      Allison AC: Mechanisms of action of mycophenolate mofetil. Lupus 
20052005; 14 Suppl 1: s2-s8. 
 26.      Bremer S, Vethe NT, Rootwelt H et al: Expression of IMPDH1 is regulated in 
response to mycophenolate concentration. Int Immunopharmacol 2009Feb.2009; 9: 
173-180. 
 27.      Bremer S, Mandla R, Vethe NT et al: Expression of IMPDH1 and IMPDH2 
after transplantation and initiation of immunosuppression. Transplantation 
2008Jan.2008; 85: 55-61. 
 82
 28.      Wang J, Yang JW, Zeevi A et al: IMPDH1 gene polymorphisms and 
association with acute rejection in renal transplant patients. Clin Pharmacol Ther 
2008May2008; 83: 711-717. 
 29.      Grinyo J, Vanrenterghem Y, Nashan B et al: Association of four DNA 
polymorphisms with acute rejection after kidney transplantation. Transpl Int 
2008Sept.2008; 21: 879-891. 
 30.      Miura M, Satoh S, Inoue K et al: Influence of SLCO1B1, 1B3, 2B1 and 
ABCC2 genetic polymorphisms on mycophenolic acid pharmacokinetics in Japanese 
renal transplant recipients. Eur J Clin Pharmacol 2007Dec.2007; 63: 1161-1169. 
 31.      Barraclough KA, Lee KJ, Staatz CE: Pharmacogenetic influences on 
mycophenolate therapy. Pharmacogenomics 2010Mar.2010; 11: 369-390. 
 32.      Johnson LA, Oetting WS, Basu S et al: Pharmacogenetic effect of the UGT 
polymorphisms on mycophenolate is modified by calcineurin inhibitors. Eur J Clin 
Pharmacol 2008Nov.2008; 64: 1047-1056. 
 33.      Kuypers DR, de JH, Naesens M et al: Current target ranges of mycophenolic 
acid exposure and drug-related adverse events: a 5-year, open-label, prospective, 
clinical follow-up study in renal allograft recipients. Clin Ther 2008Apr.2008; 30: 
673-683. 
 34.      Bernard O, Tojcic J, Journault K et al: Influence of nonsynonymous 
polymorphisms of UGT1A8 and UGT2B7 metabolizing enzymes on the formation 
of phenolic and acyl glucuronides of mycophenolic acid. Drug Metab Dispos 
2006Sept.2006; 34: 1539-1545. 
 35.      Woillard JB, Rerolle JP, Picard N et al: Risk of diarrhoea in a long-term cohort 
of renal transplant patients given mycophenolate mofetil: the significant role of the 
UGT1A8 2 variant allele. Br J Clin Pharmacol 2010June2010; 69: 675-683. 
 83
 36.      Naesens M, Kuypers DR, Verbeke K et al: Multidrug resistance protein 2 
genetic polymorphisms influence mycophenolic acid exposure in renal allograft 
recipients. Transplantation 2006Oct.2006; 82: 1074-1084. 
 37.      SPC CellCept. 2011.   
Ref Type: Generic 
 38.      van GT, Hilbrands LB, Vanrenterghem Y et al: A randomized double-blind, 
multicenter plasma concentration controlled study of the safety and efficacy of oral 
mycophenolate mofetil for the prevention of acute rejection after kidney 
transplantation. Transplantation 1999July1999; 68: 261-266. 
 39.      Shipkova M, Armstrong VW, Wieland E et al: Identification of glucoside and 
carboxyl-linked glucuronide conjugates of mycophenolic acid in plasma of 
transplant recipients treated with mycophenolate mofetil. Br J Pharmacol 
1999Mar.1999; 126: 1075-1082. 
 40.      Girard H, Levesque E, Bellemare J et al: Genetic diversity at the UGT1 locus is 
amplified by a novel 3' alternative splicing mechanism leading to nine additional 
UGT1A proteins that act as regulators of glucuronidation activity. Pharmacogenet 
Genomics 2007Dec.2007; 17: 1077-1089. 
 41.      van Schaik RH, van AM, de Fijter JW et al: UGT1A9 -275T>A/-2152C>T 
polymorphisms correlate with low MPA exposure and acute rejection in 
MMF/tacrolimus-treated kidney transplant patients. Clin Pharmacol Ther 
2009Sept.2009; 86: 319-327. 
 42.      Sanchez-Fructuoso AI, Maestro ML, Calvo N et al: The prevalence of uridine 
diphosphate-glucuronosyltransferase 1A9 (UGT1A9) gene promoter region single-
nucleotide polymorphisms T-275A and C-2152T and its influence on mycophenolic 
acid pharmacokinetics in stable renal transplant patients. Transplant Proc 
2009July2009; 41: 2313-2316. 
 43.      Girard H, Court MH, Bernard O et al: Identification of common 
polymorphisms in the promoter of the UGT1A9 gene: evidence that UGT1A9 
 84
protein and activity levels are strongly genetically controlled in the liver. 
Pharmacogenetics 2004Aug.2004; 14: 501-515. 
 44.      Cattaneo D, Baldelli S, Perico N: Pharmacogenetics of immunosuppressants: 
progress, pitfalls and promises. Am J Transplant 2008July2008; 8: 1374-1383. 
 45.      Prausa SE, Fukuda T, Maseck D et al: UGT genotype may contribute to 
adverse events following medication with mycophenolate mofetil in pediatric kidney 
transplant recipients. Clin Pharmacol Ther 2009May2009; 85: 495-500. 
 46.      Betonico GN, bbud-Filho M, Goloni-Bertollo EM et al: Influence of UDP-
glucuronosyltransferase polymorphisms on mycophenolate mofetil-induced side 
effects in kidney transplant patients. Transplant Proc 2008Apr.2008; 40: 708-710. 
 47.      Syvanen AC: Accessing genetic variation: genotyping single nucleotide 
polymorphisms. Nat Rev Genet 2001Dec.2001; 2: 930-942. 
 48.      Betonico GN, budd-Filho M, Goloni-Bertollo EM et al: Pharmacogenetics of 
mycophenolate mofetil: a promising different approach to tailoring 
immunosuppression? J Nephrol 2008July2008; 21: 503-509. 
 49.      Mattocks CJ, Morris MA, Matthijs G et al: A standardized framework for the 
validation and verification of clinical molecular genetic tests. Eur J Hum Genet 
2010Dec.2010; 18: 1276-1288. 
 50.      Stokke,O. & Hagve,T. Klinisk biokjemi og fysiologi(Gyldendal Norsk Forlag, 
oslo, 2006). 
 51.      Macphee IA: Use of pharmacogenetics to optimize immunosuppressive 
therapy. Ther Drug Monit 2010June2010; 32: 261-264. 
 52.      Kagaya H, Inoue K, Miura M et al: Influence of UGT1A8 and UGT2B7 
genetic polymorphisms on mycophenolic acid pharmacokinetics in Japanese renal 
transplant recipients. Eur J Clin Pharmacol 2007Mar.2007; 63: 279-288. 
 85
 53.      Djebli N, Picard N, Rerolle JP et al: Influence of the UGT2B7 promoter region 
and exon 2 polymorphisms and comedications on Acyl-MPAG production in vitro 
and in adult renal transplant patients. Pharmacogenet Genomics 2007May2007; 17: 
321-330. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 86
VEDLEGG 
Vedlegg 1; Valideringsprotokoll UGT1A9 c.-2152C>T 
º1. Bakgrunn 
1.1 Analysemetode 
Analysemetodens navn Internt navn;  
Unilabkode 
Referansekode IFCC-NPU-kode 
Bruksområde UGT1A9 c.-2152C>T-allelet er forbundet med økt UGT1A9-aktivitet. 
-Allelfrekvens: 6 % hos kaukasere og 5 % i en blandet populasjon (kaukasere, 
afroamerikanere og hispanic) (Girard H. et al., 2004).  
 
Indikasjon: 
- Tidligere, pågående eller planlagt behandling med legemidler som metaboliseres 
av UGT1A9-enzymet, spesielt dersom disse har et smalt terapeutisk område 
og/eller ved risiko for legemiddelinteraksjoner. 
 
Svarrapportering: 
- Variant c. -2152C>T (rs17868320) rapporteres inntil videre som c.-2152C>T, i 
påvente av eventuell *-navnsetting. 
- Forekomst av andre sjeldne sekvensvarianter som kan ha betydning for UGT1A9-
aktiviteten kan ikke utelukkes. 
- Deteksjon av andre varianter ved sekvenseringen rapporteres eventuelt som en 
tilleggskommentar. 
-Flere andre kjente og ukjente UGT1A9-sekvensvarianter vil kunne ha betydning 
for aktiviteten til enzymet, og komplisere tolkningen. 
Lokus/gen/markør - UGT1A9 2q37 
- UGT1A9 c.-2152C>T (NG_002601.2:g.85039C>T, rs17868320). 
Referansesekvens UGT1A9 genomisk sekvens (promoterområde): NG_002601.2 
Analyseprinsipp Automatisert DNA-ekstraksjon ved hjelp av MagNa Pure LC og DNA I Blood 
Cells Fast protokoll. 
 
Sanntids-PCR og smeltekurvanalyse på LightCycler 480: 
- Oppamplifisering av et 242bp fragment fra promoterområdet til UGT1A9-genet, 
inkludert posisjon c.-2152. 
- To hybridiseringsprober bindes til området over/rundt posisjon c.-2152 
(sensorproben) og ved siden av posisjon c.-2152 (ankerproben). 
- Ved smeltekurvanalyse identifiserer probeparet normalsekvensen (c.-2152C) med 
smeltetemperatur (Tm) ca 60 ºC. Binding til variantsekvensen (c.-2152C>T) gir Tm 
ca 52 ºC. 
- Deteksjon av en annen kjente SNV (c.-2114C>T, rs28970007) ligger under 
sensorproben. Deteksjon av denne SNVen vil gi en Tm på ca 58 ºC. Avviket i 
smeltetemperaturen vil være synlig på smeltekurven. 
Dokumenter (Elektronisk 
kvalitetssystem; EK) 
- Laboratoriehåndbok for Avdeling for medisinsk biokjemi (EK-dok00551) 
- LightCycler 480 Brukerveiledning (EK-dok19843) 
- MagNa Pure LC Brukerveiledning (EK-dok21185) 
- Sekvensering (EK-dok25803) 
- Kontroller Genanalyser (EK-dok21706) 
- Mastermix 
- Oversikt over genetiske rutineanalyser (EK-dok26521) 
Referanser - LightCycler 480 brukermanual 
- MagNa Pure LC brukermanual 
- Kuypers D.R.J. et al. J Clin Thera 2008 
- Mattocks C.J. et al. Eur J Hum Genet. 2010 
- Girard H. et al. Pharmacogenetics  2004 
1.2 Validerings-/verifiseringsdetaljer 
Overordnet mål -Bestemme metodens nøyaktighet ved å sekvensere det kontollmaterialet vi har 
tilgjengelig.  Finnes ved nåværende tidspunkt ikke noe referansemateriale som er 
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karakterisert ved en annen analysemetode. 
-Bestemme metodens robusthet. 
-Bestemme begrensninger i forhold til klinisk bruk. 
Analysetype   
 
E: Kvalitativ/binær 
Se referanser (Mattocks C.J. et al Eur J Hum Genet. 2010) 
Krav til ytelse Før implementering: 
-Fullstendig samsvar med sekvenseringsresultat. 
-Robusthet: smeltekurver (Tm, fasong, score, resolution) og klassifisering av 
alleler. 
Etter implementering: 
-Sensitivitet ≥90 % (95 % KI)1 
-Spesifisitet ≥90 % (95 % KI)1 
1 Beregnet i henhold til tre-regelen jf. (Mattocks C.J. et al Eur J Hum Genet. 2010) 
Validering/verifisering -Validering: Ny analysemetode med primere og egendesignede 
hybridiseringsprober. 
-Validering før implementering, samt utvidet validering etter implementering. 
Prøvemateriale -Fullblod med EDTA (preferert) eller sitrat som antikoagulant. 
-Eventuelt kan fullblod med heparin brukes etter fortynning jf. LightCycler 
brukerveiledning. 
Utstyr -MagNa Pure LC 1.0 (RH:31645; RH:31937), Roche Diagnostics. 
-LightCycler 480 med Block Kit 96 Silver (RH 38360), Roche Diagnostics. 
-Engangsutstyr som beskrevet i instrumentmanualer. 
-Pipettespisser med filter. Separate pipetter til prøvebehandling, blanding av 
reagenser og postamplifikasjonstrinn. 
Reagenser -MagNa Pure LC DNA Isolation Kit I, Cat. No. 03 003 990 001. Roche 
Diagnostics. 
- Primere (UGT1A9 -2152_F1 og _R1) og prober (UGT1A9 -2152 LC9 og LC10) 
Syntetisert av TIB MolBiol. 
-TE-buffer, 1X, Cat. No. V6231. Promega, Nerliens Meszansky AS 
-LightCycler 480 ProbesMaster, Cat. No. 04 707 494 001, Roche Diagnostics. 
Omløpstid 2 dager 
Akkreditering Nei 
Andre betraktninger Ikke relevant 
2. Vurdering av ytelse 
Metodens egnethet -Sanntids-PCR og genotyping ved smeltekurvanalyse gir muligheter til spesifikk og 
sensitiv analyse av sekvensvarianter. 
-Metodikken har stor dynamisk område mht. DNA-konsentrasjon (10-10^10 
templater). 
-Automatisert DNA-isolering og pipettering reduserer risiko for prøveforbytting og 
kontaminasjon. 
-Analyse av et kontrollmateriale (n=100, dvs 200 alleler, hvor det ikke er rekvirert 
farmakogenetisk analyser): UGT1A9 c.-2152-allelfrekvens på 5 %, og 
genotypefrekvenser; homozygote normale =90 %, heterozygote = 10 % og 
homozygote variant = 0 %. Dette er som forventet ifølge tidligere rapporter og 
Hardy-Weinbergs likevekt. 
Selektivitet Selektiviteten til primere og prober bekreftet ved: 
-BLAST-søk  (03.09.2010). 
-Smeltekurvanalyse med SYBR green I. 
-Gelelektroforese av PCR-produkt. 
-Sekvensering av PCR-produkt. 
-SNPCheck og søk i Ensembl og dbSNP (06.09.2010). 
(Hyperkobling til dokumentasjon lagret elektronisk på MBK-fellesområde)  
 
Andre sekvensvarianter: 
-Sekvensvarianter i området hvor primere og/eller prober bindes kan påvirke hhv. 
PCR-effektiviteten og smeltekurvanalysen. 
Ved avvikende smeltekurver analyseres/bekreftes genotype med sekvensering. Det 
vil derfor være liten sannsynlighet for feil resultat. 
Interferenser PCR-hemmere: 
- Forbindelser med negativ innvirkning på amplifikasjonseffektiviteten, eks. 
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heparin, hemogolbin, urea, Ca 2+, lipider, paramagnetiske silikapartikler. 
- Kan føre til at det blir dannet for lite produkt til deteksjon.  
- Effekten av PCR-hemmere kan reduseres/elimineres ved å fortynne 
prøvematerialet. 
 
Stamcelletransplantasjon: 
-Genotype i fullbold (donor/resipient) kan være forskjellig fra genotype i organer 
(resipient) som er involvert i legemiddelmetabolisme (eks. lever, tarm). 
Organtransplantasjon: 
-Genotype i fullblod (resipient) kan være forskjellig fra genotypen til det 
transplanterte organet (eks. lever, tarm). 
 
Antall kjerneholdige celler i fullblod: 
- Metoden har et stort dynamisk område (10-10^10 molekyler) og variasjon i DNA-
konsentrasjon har vanligvis liten praktisk betydning. 
- Svært lave leucocyttkonsentrasjoner kan gi så lavt DNA-utbytte at det blir 
problemer med amplifikasjon og produktdeteksjon.  Lav DNA-konsentrasjon kan 
også føre til at bare ett allel amplifiseres og detekteres. Eks. leukopeni ved 
benmargssuppresjon og kraftig immunsuppresjon. 
- Høy konsentrasjon av leucocytter i fullblod (>6,7 x 10^9/L) kan redusere utbytte 
ved DNA-ekstraksjon. Utbyttet kan eventuelt økes ved å redusere blodvolumet. 
Eks. leukocytose ved leukemier og inflammasjonstilstander. 
 
DNA-degradering: 
-Amplifisering av korte DNA-sekvenser (<500bp) påvirkes i liten grad av DNA-
degradering. 
-DNA-ekstraksjonen involverer inaktivering av nukleaser, som degraderer DNA. 
Ekstrahert DNA er derfor mer stabilt en DNA i fullblodsprøver. 
-Degradering av DNA er temperaturavhengig. 
-En fullblodprøve er holdbar minst 1 uke ved romtemperatur, minst 1 måned ved 4-
8 ºC og i flere år ved < -20 ºC.  
Kryssreaktivitet/kontaminasjon Kontaminasjon: 
-Annen prøve (blod/DNA-eluat): Vil bare ha betydning dersom prøven selv 
inneholder svært lite leucocytter/DNA og kontaminasjonen skjer fra en prøve med 
relativt høy konsentrasjon av leucocytter/DNA. 
-PCR-produkt: Kan ha stor betydning for analyseresultatet. 
-Mikrobiologisk: Reduserer DNA-stabiliteten. Kan eventuelt bidra med uønsket 
DNA dersom kontaminasjonen skjer før DNA-ekstraksjonen. 
 
Forebygging og kontrolltiltak: 
-Automatisert pipettering og DNA-ekstraksjon i lukket system. 
-Adskilt prøvehåndtering pre- og post-PCR. 
-Bruk av hansker, filterspisser, UV-lys, antibac og DNA-Zap. 
-Inkorporering av dUTP: mulighet for uracil-N-glykosylase-behandling. 
-Negative kontroller (ekstraksjon og PCR). 
3. Valideringsplan  
Valideringsplanen består av en samling arbeidsplaner, en for hver parameter som skal valideres. Kopier nødvendig antall 
arbeidsplaner (seksjon 3.2.n) inn i skjemaet og nummerer disse 3.2.1, 3.2.2 osv. 
Forenklet prosedyre for 3.1-3.3 ved verifisering; krever tilgjengelig dokumentasjon på analysens ytelse.  
3.1 Parametre som skal valideres, avhenger av analysetype jf. seksjon 1.2. (kryss av).  
  
 Sensitivitet  
 
 Spesifisitet 
 
 Nøyaktighet 
 
 Reproduserbarhet  
 
 Repeterbarhet 
 
 Intermediær presisjon 
 
 Robusthet 
 
 Riktighet 
 
 Linearitet 
 
 Usikkerhet 
 
 Deteksjonsgrense 
 
 Kvantifiseringsgrenser 
 
3.2.1 Arbeidsplan for: Sensitivitet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens sensitivitet. Se 1.2 Krav til ytelse. 
Prøver Før implementering: 
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-Sekvensering av analyserte prøver: 2 prøver med variantallelet UGT1A9 c.-
2152C>T, 2 prøver med normalallelet UGT1A9 c.-2152C. 
-Sammenlikning med resultat fra analyse med publiserte primere (Kuypers DRJ, 
2008) og med referansesekvensen for UGT1A9-genet (NG_002601.2) hentet fra 
Gen Bank. 
Etter implementering: 
-Sekvensering av ca. 30-60 av hvert allel som har blitt karakterisert ved 
smeltekurveanalyse. 
Analyseoppsett Manuell og automatisk evaluering av smeltekurver og allelklassifikasjon. 
3.2.2 Arbeidsplan for: Spesifisitet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens spesifisitet. Se 1.2 Krav til ytelse. 
Prøver Som for sensitivitet pkt 3.2.1  
Analyseoppsett Som for sensitivitet pkt 3.2.1 
3.2.3 Arbeidsplan for: Robusthet 
Kvalitetsmål -Undersøke betydningen av relevante variabler som DNA-konsentrasjon og 
oppbevaringsbetingelser av prøvematerialet. 
-Identifisere begrensende faktorer. 
Prøver -Fortynning av blodprøver 1:10, 1:100, 1:1000, 1:20 og 1:50.  
-Fortynning av DNA-eluat 1:10, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000. 
-DNA-isolering fra to blodprøver rett etter prøvetaking, og etter to døgn ved 37 ºC, 
1 uke i romtemperatur, en 1, 2 og 4 uker i kjøleskap. 
Analyseoppsett Manuell og automatisk evaluering av smeltekurver og allelklassifikasjon. 
3.3 Godkjenning av valideringsplan 
Utprøver Dato godkjent Signatur 
Valideringsansvarlig Dato godkjent Signatur  
 
 
4. Valideringsresultater 
Valideringsresultatene presenteres som delresultater for hver enkelt parameter. Kopier nødvendig antall av Delresultater 
(seksjon 4.1n) inn i skjemaet og nummerer disse 4.1.1, 4.1.2 osv. 
4.1.1 Delresultater for:  Sensitivitet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeidede resultater finnes under punkt 5.3 og 5.4 i masteroppgaven). 
Tolkning Fullstendig samsvar med resultater fra sekvensering; 2 stk. heterozygote for 
sekvensvarianten UGT1A9 c.-2152C>T og 2 stk. uten variantallelet. 
Resultat/begrensninger Resultatene tilfredsstiller kravet til sensitivitet, definert i seksjon 1.2. 
4.1.2 Delresultater for:  Spesifisitet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeide resultater finnes under punkt 5.3 og 5.4 i masteroppgaven). 
Tolkning Fullstendig samsvar med resultater fra sekvensering; 2 stk. heterozygote for 
sekvensvarianten UGT1A9 c.-2152C>T og 2 stk. uten variantallelet. 
Resultat/begrensninger Resultatene tilfredsstiller kravet til spesifisitet, definert i seksjon 1.2. 
4.1.3 Delresultater for:  Robusthet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeidede resultater finnes under punkt 5.5.1 i masteroppgaven). 
Tolkning Analyseresultatet påvirkes ikke av parametre som: 
- Oppbevaring av fullblod i romtemperatur < 1 uke, 2 døgn ved 37 ºC eller 2-8 ºC < 
4 uker. 
- 1:100 fortynning av fullblod og 1:500 fortynning av DNA tilsvarende DNA-
konsentrasjon 0,06 ng/µL. 
Resultat/begrensninger - Metoden er robust i forhold til relevante variabler som leukocytt/DNA-
konsentrasjon og oppbevaringsbetingelser. 
4.2 Oppsummering resultater 
Arkivering av resultater (Resultatene lagres elektronisk i mappe tilgjengelig for alle på avdelingen). 
Samlede resultater av 
validering/verifikasjon 
Resultatene tilfredsstiller kravene til ytelse, definert i seksjon 1.2. Parametrene 
sensitivitet og spesifisitet vil bli ytterligere validert etter implementering. 
Estimater for nøyaktighet og 
usikkerhet 
Angis etter ytterligere validering av parametrene sensitivitet og spesifisitet. 
Begrensninger og/eller forutsigbare Begrensninger: 
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interferenser -Kontaminasjonsrisiko, svært lave DNA-konsentrasjoner, PCR-hemmere, ukjente 
SNVer under primerne eller probene. 
-OBS! Ved transplanterte pasienter (stamceller, lever). 
 
Kriterier for svarrapportering: 
-Prøven: Produktdeteksjon og smeltekurve som forventet jf. seksjon 1.1. 
Analyseprinsipp. Sekvensering ved avvikende smeltekurve. 
-Negative og positive kontroller. Forventet resultat jf. LightCycler 480 
Brukerveiledning. 
-Dersom svar gis ut ved avvikende resultat noteres dette i kontrollogg: Kontroller 
Genanalyser. 
5. Kontinuerlig kvalitetskontroll 
Intern kvalitetskontroll -Negative og positive kontroller. Foreløpig foreligger kun positiv kontroll for 
heterozygot UGT1A9 c.-2152. 
Ekstern kvalitetskontroll Foreløpig ikke aktuelt. 
Kvalitetsindikatorer Foreløpig ikke aktuelt. 
6. Implementering 
Nødvendig opplæring og informasjon Foreløpig ikke aktuelt. 
Laboratoriedatasystem Foreløpig ikke aktuelt. 
Dato planlagt innført i rutinen Foreløpig ikke aktuelt. 
 
 
7. Konklusjon  
Totalvurdering av 
validering/verifikasjon 
Akseptert eller ikke tilfredsstillende. Hva må evt. endres? 
7.1 Godkjenning av valideringsprotokoll 
Utprøver Dato godkjent Signatur 
Analyseteknisk ansvarlig Dato godkjent Signatur 
Medisinskfaglig ansvarlig Dato godkjent Signatur 
Valideringsansvarlig Dato godkjent Signatur 
 
 
Merknad til / Endringer i denne utgaven 
[] 
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Vedlegg 2; Valideringsprotokoll UGT1A9 c.-275T>A 
1. Bakgrunn 
1.1 Analysemetode 
Analysemetodens navn Internt navn;  
Unilabkode 
Referansekode IFCC-NPU-kode 
Bruksområde UGT1A9 c.-275T>A–allelet er forbundet med økt UGT1A9-aktivitet. 
-Allelfrekvens: 6 % hos kaukasere og 7 % i en blandet populasjon (kaukasere, 
afroamerikanere og hispanic) (Girard H. et al., 2004). 
 
Indikasjon: 
- Tidligere, pågående eller planlagt behandling med legemidler som metaboliseres 
av UGT1A9-enzymet, spesielt dersom disse har et smalt terapeutisk område 
og/eller ved risiko for legemiddelinteraksjoner. 
 
Svarrapportering: 
- Variant UGT1A9 c. -275T>A (rs6714486) rapporteres inntil videre som c.-
275T>A, i påvente av eventuell *-navnsetting. 
  
- Forekomst av andre sjeldne sekvensvarianter som kan ha betydning for UGT1A9-
aktiviteten kan ikke utelukkes. 
- Deteksjon av andre varianter ved sekvenseringen rapporteres eventuelt som en 
tilleggskommentar. 
-Flere andre kjente og ukjente UGT1A9-sekvensvarianter vil kunne ha betydning 
for aktiviteten til enzymet, og komplisere tolkningen. 
Lokus/gen/markør - UGT1A9 c.-275 2q37 
- UGT1A9 c.-275T>A (NG_002601.2:g.86916T>A, rs6714486). 
Referansesekvens UGT1A9 genomisk sekvens (promoterområde): NG_002601.2 
Analyseprinsipp Automatisert DNA-ekstraksjon ved hjelp av MagNa Pure LC og DNA I Blood 
Cells Fast protokoll. 
 
Sanntids-PCR og smeltekurvanalyse på LightCycler 480: 
- Oppamplifisering av et 280bp fragment fra promoterområdet til UGT1A9-genet, 
inkludert posisjon c.-275. 
- To hybridiseringsprober bindes til området over/rundt posisjon c.-275 
(sensorproben) og ved siden av posisjon c.-275 (ankerproben). 
- Ved smeltekurveanalyse identifiserer probeparet normalsekvensen (c.-275T) med 
smeltetemperatur (Tm) ca 55 ºC. Binding til variantsekvensen (c.-275T>A) gir Tm 
ca 49 ºC. 
Dokumenter (Elektronisk 
kvalitetssystem; EK) 
- Laboratoriehåndbok for Avdeling for medisinsk biokjemi (EK-dok00551) 
- LightCycler 480 Brukerveiledning (EK-dok19843) 
- MagNa Pure LC Brukerveiledning (EK-dok21185) 
- Sekvensering (EK-dok25803) 
- Kontroller Genanalyser (EK-dok21706) 
- Mastermix 
- Oversikt over genetiske rutineanalyser (EK-dok26521) 
Referanser - LightCycler 480 brukermanual 
- MagNa Pure LC brukermanual 
- Sànchez-Fructuosa A.I. et al., Transplantaion Proceedings 2009 
- Kuypers D.R.J. et al. J Clin Thera 2008 
- Mattocks C.J. et al. Eur J Hum Genet. 2010 
- Girard H. et al. Pharmacogenetics 2004 
1.2 Validerings-/verifiseringsdetaljer 
Overordnet mål -Bestemme metodens nøyaktighet ved å sekvensere det kontollmaterialet vi har 
tilgjengelig.  Finnes ved nåværende tidspunkt ikke noe referansemateriale som er 
karakterisert ved en annen analysemetode. 
-Bestemme metodens robusthet. 
-Bestemme begrensninger i forhold til klinisk bruk.  
Analysetype   
 
E: Kvalitativ /binær  
Se referanser (Mattocks C.J. et al Eur J Hum Genet. 2010) 
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Krav til ytelse Før implementering: 
-Fullstendig samsvar med sekvenseringsresultat. 
-Robusthet: smeltekurver (Tm, fasong, score, resolution) og klassifisering av 
alleler. 
Etter implementering: 
-Sensitivitet ≥90 % (95 % KI)1 
-Spesifisitet ≥90 % (95 % KI)1 
1 Beregnet i henhold til tre-regelen jf. (Mattocks C.J. et al Eur J Hum Genet. 2010) 
Validering/verifisering -Validering: Ny analysemetode med egendesignede primere og 
hybridiseringsprober. 
-Validering før implementering, samt utvidet validering etter implementering. 
Prøvemateriale -Fullblod med EDTA (preferert) eller sitrat som antikoagulant. 
-Eventuelt kan fullblod med heparin brukes etter fortynning jf. LightCycler 
brukerveiledning. 
Utstyr -MagNa Pure LC 1.0 (RH:31645; RH:31937), Roche Diagnostics. 
-LightCycler 480 med Block Kit 96 Silver (RH 38360), Roche Diagnostics. 
-Engangsutstyr som beskrevet i instrumentmanualer. 
-Pipettespisser med filter. Separate pipetter til prøvebehandling, blanding av 
reagenser og postamplifikasjonstrinn. 
Reagenser -MagNa Pure LC DNA Isolation Kit I, Cat. No. 03 003 990 001. Roche 
Diagnostics. 
-Primere (UGT1A9 -275_F1 og _R1) og prober (UGT1A9 -275 LC5 og LC6) 
Syntetisert av TIB MolBiol. 
-TE-buffer, 1X, Cat. No. V6231. Promega, Nerliens Meszansky AS 
-LightCycler 480 ProbesMaster, Cat. No. 04 707 494 001, Roche Diagnostics. 
Omløpstid 2 dager 
Akkreditering Nei 
Andre betraktninger Ikke relevant. 
2. Vurdering av ytelse 
Metodens egnethet -Sanntids-PCR og genotyping ved smeltekurvanalyse gir muligheter til spesifikk og 
sensitiv analyse av sekvensvarianter. 
-Metodikken har stor dynamisk område mht. DNA-konsentrasjon (10-10^10 
templater). 
-Automatisert DNA-isolering og pipettering reduserer risiko for prøveforbytting og 
kontaminasjon. 
-Analyse av et kontrollmateriale (n=100, dvs 200 alleler, hvor det ikke er rekvirert 
farmakogenetisk analyser): UGT1A9 c.-275-allelfrekvens på 5 %, og 
genotypefrekvenser; homozygot normal =90 %, heterozygot = 10 % og 
homozygote variant = 0 %. Dette er som forventet ifølge tidligere rapporter og 
Hardy-Weinbergs likevekt. 
Selektivitet Selektiviteten til primere og prober bekreftet ved: 
-BLAST-søk  (03.09.2010). 
-Smeltekurvanalyse med SYBR green I. 
-Gelelektroforese av PCR-produkt. 
-Sekvensering av PCR-produkt. 
-SNPCheck og søk i Ensembl og dbSNP (06.09.2010). 
(Hyperkobling til dokumentasjon lagret elektronisk på MBK-fellesområde)  
 
Andre sekvensvarianter: 
-Sekvensvarianter i området hvor primere og/eller prober bindes kan påvirke hhv. 
PCR-effektiviteten og smeltekurvanalysen. 
Ved avvikende smeltekurver analyseres/bekreftes genotype med sekvensering. Det 
vil derfor være liten sannsynlighet for feil resultat. 
Interferenser PCR-hemmere: 
- Forbindelser med negativ innvirkning på amplifikasjonseffektiviteten, eks. 
heparin, hemogolbin, urea, Ca 2+, lipider. 
- Kan føre til at det blir dannet for lite produkt til deteksjon.  
- Effekten av PCR-hemmere kan reduseres/elimineres ved å fortynne 
prøvematerialet. 
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Stamcelletransplantasjon: 
-Genotype i fullbold (donor/resipient) kan være forskjellig fra genotype i organer 
(resipient) som er involvert i legemiddelmetabolisme (eks. lever, tarm). 
Organtransplantasjon: 
-Genotype i fullblod (resipient) kan være forskjellig fra genotypen til det 
transplanterte organet. 
 
Antall kjerneholdige celler i fullblod: 
- Metoden har et stort dynamisk område (10-10^10 molekyler) og variasjon i DNA-
konsentrasjon har vanligvis liten praktisk betydning. 
- Svært lave leucocyttkonsentrasjoner kan gi så lavt DNA-utbytte at det blir 
problemer med amplifikasjon og produktdeteksjon.  Lav DNA-konsentrasjon kan 
også føre til at bare ett allel amplifiseres og detekteres. Eks. leukopeni ved 
benmargssuppresjon og kraftig immunsuppresjon. 
- Høy konsentrasjon av leucocytter i fullblod (>6,7 x 10^9/L) kan redusere utbytte 
ved DNA-ekstraksjon. Utbyttet kan eventuelt økes ved å redusere blodvolumet. 
Eks. leukocytose ved leukemier og inflammasjonstilstander. 
 
DNA-degradering: 
-Amplifisering av korte DNA-sekvenser (<500bp) påvirkes i liten grad av DNA-
degradering. 
-DNA-ekstraksjonen involverer inaktivering av nukleaser, som degraderer DNA. 
Ekstrahert DNA er derfor mer stabilt en DNA i fullblodsprøver. 
-Degradering av DNA er temperaturavhengig. 
- En fullblodprøve er holdbar minst 1 uke ved romtemperatur, minst 1 måned ved 
4-8 ºC og i flere år ved < -20 ºC. 
Kryssreaktivitet/kontaminasjon Kontaminasjon: 
-Annen prøve (blod/DNA-eluat): Vil bare ha betydning dersom prøven selv 
inneholder svært lite leucocytter/DNA og kontaminasjonen skjer fra en prøve med 
relativt høy konsentrasjon av leucocytter/DNA. 
-PCR-produkt: Kan ha stor betydning for analyseresultatet. 
-Mikrobiologisk: Reduserer DNA-stabiliteten. Kan eventuelt bidra med uønsket 
DNA dersom kontaminasjonen skjer før DNA-ekstraksjonen. 
 
Forebygging og kontrolltiltak: 
-Automatisert pipettering og DNA-ekstraksjon i lukket system. 
-Adskilt prøvehåndtering pre- og post-PCR. 
-Bruk av hansker, filterspisser, UV-lys, antibac og DNA-Zap. 
-Inkorporering av dUTP: mulighet for uracil-N-glykosylase-behandling. 
Negative kontroller (ekstraksjon og PCR). 
3. Valideringsplan  
Valideringsplanen består av en samling arbeidsplaner, en for hver parameter som skal valideres. Kopier nødvendig antall 
arbeidsplaner (seksjon 3.2.n) inn i skjemaet og nummerer disse 3.2.1, 3.2.2 osv. 
Forenklet prosedyre for 3.1-3.3 ved verifisering; krever tilgjengelig dokumentasjon på analysens ytelse.  
3.1 Parametre som skal valideres, avhenger av analysetype jf. seksjon 1.2. (kryss av).  
  
 Sensitivitet  
 
 Spesifisitet 
 
 Nøyaktighet 
 
 Reproduserbarhet  
 
 Repeterbarhet 
 
 Intermediær presisjon 
 
 Robusthet 
 
 Riktighet 
 
 Linearitet 
 
 Usikkerhet 
 
 Deteksjonsgrense 
 
 Kvantifiseringsgrenser 
 
3.2.1 Arbeidsplan for: Sensitivitet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens sensitivitet. 
Prøver Før implementering: 
-Sekvensering av analyserte prøver: 2 prøver med variantallelet UGT1A9 c.-
275T>A, 2 prøver med normalallelet UGT1A9 c.-275T. 
-Sammenlikning med resultat fra analyse med publiserte primere (Kuypers D.R.J., 
2008) og med referansesekvensen for UGT1A9-genet (NG_002601.2) hentet fra 
Gen Bank. 
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Etter implementering: 
-Sekvensering av ca. 30-60 av hvert allel som har blitt karakterisert ved 
smeltekurveanalyse. 
Analyseoppsett Manuell og automatisk evaluering av smeltekurver og allelklassifikasjon. 
3.2.2 Arbeidsplan for: Spesifisitet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens spesifisitet. 
Prøver Som for sensitivitet pkt 3.2.1 
Analyseoppsett Som for sensitivitet pkt 3.2.1 
3.2.3 Arbeidsplan for: Robusthet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens robusthet. 
-Undersøke betydningen av relevante variabler som DNA-konsentrasjon og 
oppbevaringsbetingelser av prøvematerialet. 
-Identifisere begrensende faktorer. 
Prøver -Fortynning av blodprøver 1:10, 1:100, 1:1000, 1:20 og 1:50.  
-Fortynning av DNA-eluat 1:10, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000. 
-DNA-isolering fra to blodprøver rett etter prøvetaking, og etter to døgn ved 37 ºC, 
1 uke i romtemperatur, en 1, 2 og 4 uker i kjøleskap. 
Analyseoppsett Manuell og automatisk evaluering av smeltekurver og allelklassifikasjon. 
3.3 Godkjenning av valideringsplan 
Utprøver Dato godkjent Signatur 
Valideringsansvarlig Dato godkjent Signatur  
 
 
4. Valideringsresultater 
Valideringsresultatene presenteres som delresultater for hver enkelt parameter. Kopier nødvendig antall av Delresultater 
(seksjon 4.1n) inn i skjemaet og nummerer disse 4.1.1, 4.1.2 osv. 
4.1.1 Delresultater for:  Sensitivitet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultatmappe tilgjengelig for alle på avdelingen. (Utvalg av de 
bearbeidede resultatene finnes under punkt 5.3 og 5.4 i masteroppgaven). 
Tolkning Fullstendig samsvar med resultater fra sekvensering; 2 stk. heterozygote for 
sekvensvarianten UGT1A9 c.-275T>A og 2 stk. uten variantallelet. 
Resultat/begrensninger Resultatene tyder på at metoden er sensitiv, jf. definisjon i seksjon 1.2. 
Sensitiviteten valideres yttelrigere etter implementering. 
4.1.2 Delresultater for:  Spesifisitet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeidede resultater finnes under punkt 5.3 og 5.4 i masteroppgaven). 
Tolkning Fullstendig samsvar med resultater fra sekvensering; 2 stk. heterozygote for 
sekvensvarianten UGT1A9 c.-275T>A og 2 stk. uten variantallelet. 
Resultat/begrensninger Resultatene tyder på at metoden er spesifikk, jf. definisjon i seksjon 1.2. 
Spesifisiteten valideres yttelrigere etter implementering. 
4.1.3 Delresultater for:  Robusthet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultatmappe tilgjengelig for alle på avdelingen. (Utvalg av de 
bearbeidede resultatene finnes under punkt 5.5.1 i masteroppgaven). 
Tolkning Analyseresultatet påvirkes ikke av parametre som: 
- Oppbevaring av fullblod i romtemperatur < 1 uke, 2 døgn ved 37 ºC eller 2-8 ºC < 
4 uker. 
- 1:100 fortynning av fullblod og 1:500 fortynning av DNA tilsvarende DNA-
konsentrasjon 0,06 ng/µL. 
Resultat/begrensninger - Metoden er robust i forhold til relevante variabler som leukocytt/DNA-
konsentrasjon og oppbevaringsbetingelser. 
4.2 Oppsummering resultater 
Arkivering av resultater (Resultatene lagres elektronisk i mappe på MBK-fellesområde). 
Samlede resultater av 
validering/verifikasjon 
Resultatene tilfredsstiller kravene til ytelse, definert i seksjon 1.2. Parametrene 
sensitivitet og spesifisitet vil bli ytterligere validert etter implementering. 
Estimater for nøyaktighet og 
usikkerhet 
Angis etter ytterligere validering av parametrene sensitivitet og spesifisitet. 
Begrensninger og/eller forutsigbare 
interferenser 
Begrensninger: 
-Kontaminasjonsrisiko, svært lave DNA-konsentrasjoner, PCR-hemmere, ukjente 
SNVer under primerne eller probene. 
 95
-OBS! Ved transplanterte pasienter (stamceller, lever). 
 
Kriterier for svarrapportering: 
-Prøven: Produktdeteksjon og smeltekurve som forventet jf. seksjon 1.1. 
Analyseprinsipp. Sekvensering ved avvikende smeltekurve. 
-Negative og positive kontroller. Forventet resultat jf. LightCycler 480 
Brukerveiledning. 
-Dersom svar gis ut ved avvikende resultat noteres dette i kontrollogg: Kontroller 
Genanalyser. 
5. Kontinuerlig kvalitetskontroll 
Intern kvalitetskontroll -Negative og positive kontroller. Foreløpig foreligger kun positiv kontroll for 
heterozygot UGT1A9 c.-275.  
Ekstern kvalitetskontroll Foreløpig ikke aktuelt. 
Kvalitetsindikatorer Foreløpig ikke aktuelt. 
6. Implementering 
Nødvendig opplæring og informasjon Foreløpig ikke aktuelt. 
Laboratoriedatasystem Foreløpig ikke aktuelt. 
Dato planlagt innført i rutinen Foreløpig ikke aktuelt. 
 
 
7. Konklusjon  
Totalvurdering av 
validering/verifikasjon 
 
7.1 Godkjenning av valideringsprotokoll 
Utprøver Dato godkjent Signatur 
Analyseteknisk ansvarlig Dato godkjent Signatur 
Medisinskfaglig ansvarlig Dato godkjent Signatur 
Valideringsansvarlig Dato godkjent Signatur 
 
 
Merknad til / Endringer i denne utgaven 
[] 
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Vedlegg 3; Valideringsprotokoll UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C 
1. Bakgrunn 
1.1 Analysemetode 
Analysemetodens navn Internt navn;  
Unilabkode 
Referansekode IFCC-NPU-kode 
Bruksområde UGT1A9-sekvensvariantene c.-440C>T og c.-331T>C er forbundet med redusert 
UGT1A9-aktivitet. 
-Allelfrekvens: 41,3 % (n=40, Baldelli S et al. 2007), 67 % (n=257, Girard H et al. 
2004). 
 
Indikasjon: 
- Tidligere, pågående eller planlagt behandling med legemidler som metaboliseres 
av UGT1A9-enzymet, spesielt dersom disse har et smalt terapeutisk område 
og/eller ved risiko for legemiddelinteraksjoner. 
 
Svarrapportering: 
-UGT1A9variantene c. -440C>T og c.-331T>C (rs2741045, rs2741046) rapporteres 
inntil videre som c.-440C>T og c.-331T>C, i påvente av eventuell *-navnsetting. 
  
- Forekomst av andre sjeldne sekvensvarianter som kan ha betydning for UGT1A9-
aktiviteten kan ikke utelukkes. 
- Deteksjon av andre varianter ved sekvenseringen rapporteres eventuelt som en 
tilleggskommentar. 
-Flere andre kjente og ukjente UGT1A9sekvensvarinater vil kunne ha betydning for 
aktiviteten til enzymet, og komplisere tolkningen 
Lokus/gen/markør - UGT1A9 2q37 
- UGT1A9 c.-440C>T (NG_002601.2:g.86751C>T, rs2741045). 
- UGT1A9 c.-331C>T (NG_002601.2:g.86860T>C, rs2741046). 
Referansesekvens UGT1A9 genomisk sekvens (promoterområde): NG_002601.2 
Analyseprinsipp Automatisert DNA-ekstraksjon ved hjelp av MagNa Pure LC og DNA I Blood 
Cells Fast protokoll. 
 
Sanntids-PCR og multipleks smeltekurvanalyse på LightCycler 480: 
- Oppamplifisering av et 255bp fragment fra promoterområdet til UGT1A9-genet, 
inkludert posisjon c.-440 og c.-331. 
- To hybridiseringsprober bindes til området over/rundt posisjon c.-440 
(sensorproben) og ved siden av posisjon c.-440 (ankerproben), og to 
hybridiseringsprober bindes til området over/rundt posisjon c.-331 (sensorproben) 
og ved siden av posisjon c.-331 (ankerproben). 
- Ved smeltekurveanalyse identifiserer probeparene normalsekvensen c.-440C med 
smeltetemperatur (Tm) ca. 64 ºC. Binding til variantsekvensen c.-440C>T gir Tm 
ca 56 ºC. 
- Ved smeltekurveanalyse identifiserer probeparene normalsekvensen c.-331T med 
smeltetemperatur (Tm) ca. 55 ºC. Binding til variantsekvensen c.-331T>C gir Tm 
ca 62 ºC. 
Dokumenter (Elektronisk 
kvalitetssystem; EK) 
- Laboratoriehåndbok for Avdeling for medisinsk biokjemi (EK-dok00551) 
- LightCycler 480 Brukerveiledning (EK-dok19843) 
- MagNa Pure LC Brukerveiledning (EK-dok21185) 
- Sekvensering (EK-dok25803) 
- Kontroller Genanalyser (EK-dok21706) 
- Mastermix 
- Oversikt over genetiske rutineanalyser (EK-dok26521) 
Referanser - LightCycler 480 brukermanual 
- MagNa Pure LC brukermanual 
- Baldelli S. et al., Future Medicine 2007 
- Mattocks C.J. et al. Eur J Hum Genet. 2010 
- Girard H. et al. Pharmacogenetics 2004 
1.2 Validerings-/verifiseringsdetaljer 
Overordnet mål -Bestemme metodens nøyaktighet ved å sekvensere det kontollmaterialet vi har 
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tilgjengelig.  Finnes ved nåværende tidspunkt ikke noe referansemateriale som er 
karakterisert ved en annen analysemetode. 
-Bestemme metodens robusthet. 
-Bestemme begrensninger i forhold til klinisk bruk. 
Analysetype   
 
E: Kvalitativ /binær  
Se referanser. (Mattocks C.J. et al Eur J Hum Genet. 2010) 
Krav til ytelse Etter implementering: 
-Fullstendig samsvar med sekvenseringsresultat. 
-Robusthet: smeltekurver (Tm, fasong, score, resolution) og klassifisering av 
alleler. 
Etter implementering: 
-Sensitivitet ≥90 % (95 % KI)1 
-Spesifisitet ≥90 % (95 % KI)1 
1 Beregnet i henhold til tre-regelen jf. (Mattocks C.J. et al Eur J Hum Genet. 2010) 
Validering/verifisering -Validering: Ny analysemetode med egendesignede primere og 
hybridiseringsprober. 
-Validering før implementering, samt utvidet validering etter implementering. 
Prøvemateriale -Fullblod med EDTA (preferert) eller sitrat som antikoagulant. 
-Eventuelt kan fullblod med heparin brukes etter fortynning jf. LightCycler 
brukerveiledning. 
Utstyr -MagNa Pure LC 1.0 (RH:31645; RH:31937), Roche Diagnostics. 
-LightCycler 480 med Block Kit 96 Silver (RH 38360), Roche Diagnostics. 
-Engangsutstyr som beskrevet i instrumentmanualer. 
-Pipettespisser med filter. Separate pipetter til prøvebehandling, blanding av 
reagenser og postamplifikasjonstrinn. 
Reagenser -MagNa Pure LC DNA Isolation Kit I, Cat. No. 03 003 990 001. Roche 
Diagnostics. 
- Primere (UGT1A9 -440/-331_F1 og _R1) og prober (UGT1A9 -440_3 og _4 og 
UGT1A9 -331_3 og _4). Syntetisert av TIB MolBiol. 
-TE-buffer, 1X, Cat. No. V6231. Promega, Nerliens Meszansky AS 
-LightCycler 480 ProbesMaster, Cat. No. 04 707 494 001, Roche Diagnostics. 
Omløpstid 2 dager 
Akkreditering Nei 
Andre betraktninger Ikke relevant 
2. Vurdering av ytelse 
Metodens egnethet -Sanntids-PCR og genotyping ved smeltekurvanalyse gir muligheter til spesifikk og 
sensitiv analyse av skevensvarianter. 
-Metodikken har stor dynamisk område mht. DNA-konsentrasjon (10-10^10 
templater). 
-Automatisert DNA-isolering og pipettering reduserer risiko for prøveforbytting og 
kontaminasjon. 
-Analyse av et kontrollmateriale (n=100, dvs 200 alleler, hvor det ikke er rekvirert 
farmakogenetisk analyser): UGT1A9 c.-440 og c.-331-allelfrekvens på 24 %, og 
genotypefrekvenser; homozygot normal =58 %, heterozygot = 38 % og homozygot 
variant = 4 %. Dette er som forventet ifølge tidligere rapporter og Hardy-Weinbergs 
likevekt. 
Selektivitet Selektiviteten til primere og prober bekreftet ved: 
-BLAST-søk (29.11.2010). 
-Smeltekurvanalyse med SYBR green I. 
-Gelelektroforese av PCR-produkt. 
-Sekvensering av PCR-produkt. 
-SNPCheck og søk i Ensembl og dbSNP(29.11.2010). 
(Hyperkobling til dokumentasjon lagret på MBK-fellesområde)  
 
Andre sekvensvarianter: 
-Sekvensvarianter i området hvor primere og/eller prober bindes kan påvirke hhv. 
PCR-effektiviteten og smeltekurvanalysen. 
Ved avvikende smeltekurver analyseres/bekreftes genotype med sekvensering. Det 
vil derfor være liten sannsynlighet for feil resultat. 
Interferenser PCR-hemmere: 
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- Forbindelser med negativ innvirkning på amplifikasjonseffektiviteten, eks. 
heparin, hemogolbin, urea, Ca 2+, lipider. 
- Kan føre til at det blir dannet for lite produkt til deteksjon.  
- Effekten av PCR-hemmere kan reduseres/elimineres ved å fortynne 
prøvematerialet. 
 
Stamcelletrasnplantasjon: 
-Genotype i fullbold (donor/resipient) kan være forskjellig fra genotype i organer 
(resipient) som er involvert i legemiddelmetabolisme (eks. lever, tarm). 
Organtransplantasjon: 
-Genotype i fullblod (resipient) kan være forskjellig fra genotypen til det 
transplanterte organet. 
 
Antall kjerneholdige celler i fullblod: 
- Metoden har et stort dynamisk område (10-10^10 molekyler) og variasjon i DNA-
konsentrasjon har vanligvis liten praktisk betydning. 
- Svært lave leucocyttkonsentrasjoner kan gi så lavt DNA-utbytte at det blir 
problemer med amplifikasjon og produktdeteksjon.  Lav DNA-konsentrasjon kan 
også føre til at bare ett allel amplifiseres og detekteres. Eks. leukopeni ved 
benmargssuppresjon og kraftig immunsuppresjon. 
- Høy konsentrasjon av leucocytter i fullblod (>6,7 x 10^9/L) kan redusere utbytte 
ved DNA-ekstraksjon. Utbyttet kan eventuelt økes ved å redusere blodvolumet. 
Eks. leukocytose ved leukemier og inflammasjonstilstander. 
 
DNA-degradering: 
-Amplifisering av korte DNA-sekvenser (<500bp) påvirkes i liten grad av DNA-
degradering. 
-DNA-ekstraksjonen involverer inaktivering av nukleaser, som degraderer DNA. 
Ekstrahert DNA er derfor mer stabilt en DNA i fullblodsprøver. 
-Degradering av DNA er temperaturavhengig. 
-En fullblodprøve er holdbar minst 1 uke ved romtemperatur, minst 1 måned ved 4-
8 ºC og i flere år ved < -20ºC.  
Kryssreaktivitet/kontaminasjon Kontaminasjon: 
-Annen prøve (blod/DNA-eluat): Vil bare ha betydning dersom prøven selv 
inneholder svært lite leucocytter/DNA og kontaminasjonen skjer fra en prøve med 
relativt høy konsentrasjon av leucocytter/DNA. 
-PCR-produkt: Kan ha stor betydning for analyseresultatet. 
-Mikrobiologisk: Reduserer DNA-stabiliteten. Kan eventuelt bidra med uønsket 
DNA dersom kontaminasjonen skjer før DNA-ekstraksjonen. 
 
Forebygging og kontrolltiltak: 
-Automatisert pipettering og DNA-ekstraksjon i lukket system. 
-Adskilt prøvehåndtering pre- og post-PCR. 
-Bruk av hansker, filterspisser, UV-lys, antibac og DNA-Zap. 
-Inkorporering av dUTP: mulighet for uracil-N-glykosylase-behandling. 
Negative kontroller (ekstraksjon og PCR). 
3. Valideringsplan  
Valideringsplanen består av en samling arbeidsplaner, en for hver parameter som skal valideres. Kopier nødvendig antall 
arbeidsplaner (seksjon 3.2.n) inn i skjemaet og nummerer disse 3.2.1, 3.2.2 osv. 
Forenklet prosedyre for 3.1-3.3 ved verifisering; krever tilgjengelig dokumentasjon på analysens ytelse.  
3.1 Parametre som skal valideres, avhenger av analysetype jf. seksjon 1.2. (kryss av).  
  
 Sensitivitet  
 
 Spesifisitet 
 
 Nøyaktighet 
 
 Reproduserbarhet  
 
 Repeterbarhet 
 
 Intermediær presisjon 
 
 Robusthet 
 
 Riktighet 
 
 Linearitet 
 
 Usikkerhet 
 
 Deteksjonsgrense 
 
 Kvantifiseringsgrenser 
 
3.2.1 Arbeidsplan for: Sensitivitet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens sensitivitet. 
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Prøver Før implementering: 
-Sekvensering av analyserte prøver: 1 heterozygot prøve for sekvensvarianten 
UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C, 1 prøve homozygot for sekvensvarianten 
UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C og 1 prøve uten variantallelet. 
Sammenlikning med referansesekvensen for UGT1A9-genet (NG_002601.2) hentet 
fra Gen Bank. 
Etter implementering: 
-Sekvensering av ca. 30-60 av hvert allel som har blitt karakterisert ved 
smeltekurveanalyse. 
Analyseoppsett Manuell og automatisk evaluering av smeltekurver og allelklassifikasjon. 
3.2.2 Arbeidsplan for: Spesifisitet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens spesifisitet. 
Prøver Som for sensitivitet pkt 3.2.1 
Analyseoppsett Som for sensitivitet pkt 3.2.1 
3.2.3 Arbeidsplan for: Robusthet 
Kvalitetsmål Bestemme metodens robusthet. 
-Undersøke betydningen av relevante variabler som DNA-konsentrasjon og 
oppbevaringsbetingelser av prøvematerialet. 
-Identifisere begrensende faktorer. 
Prøver  -Fortynning av DNA-eluat 1:10, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000. 
-DNA-isolering fra to blodprøver rett etter prøvetaking, og etter to døgn ved 37 ºC, 
1 uke i romtemperatur, en 1, 2 og 4 uker i kjøleskap. 
Analyseoppsett Manuell og automatisk evaluering av smeltekurver og allelklassifikasjon. 
3.3 Godkjenning av valideringsplan 
Utprøver Dato godkjent Signatur 
Valideringsansvarlig Dato godkjent Signatur  
 
 
4. Valideringsresultater 
Valideringsresultatene presenteres som delresultater for hver enkelt parameter. Kopier nødvendig antall av Delresultater 
(seksjon 4.1n) inn i skjemaet og nummerer disse 4.1.1, 4.1.2 osv. 
4.1.1 Delresultater for:  Sensitivitet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeidede resultater finnes under punkt 5.3 og 5.4 i masteroppgaven). 
Tolkning Fullstendig samsvar med resultater fra sekvensering; 1 stk. heterozygote for 
sekvensvarianten UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C, 1 stk. uten variantallelet og 1 
stk homozygot for sekvensvarianten UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C. 
Resultat/begrensninger Resultatene tyder på at metoden er sensitiv jf. definisjon i seksjon 1.2. 
Sensitiviteten valideres ytterligere etter implementering. 
4.1.2 Delresultater for:  Spesifisitet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeidede resultater finnes under punkt 5.3 og 5.4 i masteroppgaven). 
Tolkning Fullstendig samsvar med resultater fra sekvensering; 1 stk. heterozygote for 
sekvensvarianten UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C, 1 stk. uten variantallelet og 1 
stk homozygot for sekvensvarianten UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C. 
Resultat/begrensninger Resultatene tyder på at metoden er spesifikk jf. definisjon i seksjon 1.2. 
Spesifisiteten valideres ytterligere etter implementering. 
4.1.3 Delresultater for:  Robusthet 
Eksperimentelle resultater Hyperkobling til resultater lagret elektronisk på MBK-fellesområde. (Utvalg av 
bearbeidede resultater finnes under punkt 5.5.1 i masteroppgaven). 
Tolkning Analyseresultatet påvirkes ikke av parametre som: 
- Oppbevaring av fullblod i romtemperatur < 1 uke, 2 døgn ved 37 ºC eller 2-8 ºC < 
4 uker. 
- 1:500 fortynning av DNA tilsvarende DNA-konsentrasjon 0,04 ng/µL. 
Resultat/begrensninger - Metoden er robust i forhold til relevante variabler som leukocytt/DNA-
konsentrasjon og oppbevaringsbetingelser. 
4.2 Oppsummering resultater 
Arkivering av resultater (Resultatene lagres elektronisk i mappe på MBK-fellesområde). 
Samlede resultater av Resultatene tilfredsstiller kravene til ytelse, definert i seksjon 1.2. Parametrene 
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validering/verifikasjon sensitivitet og spesifisitet vil bli ytterligere validert etter implementering. 
Estimater for nøyaktighet og 
usikkerhet 
Angis etter ytterligere validering av parametrene sensitivitet og spesifisitet. 
Begrensninger og/eller forutsigbare 
interferenser 
Begrensninger: 
-Kontaminasjonsrisiko, svært lave DNA-konsentrasjoner, PCR-hemmere, ukjente 
SNVer under primerene eller probene. 
-OBS! Ved transplanterte pasienter (stamceller, lever). 
 
Kriterier for svarrapportering: 
-Prøven: Produktdeteksjon og smeltekurve som forventet jf. seksjon 1.1.  
Analyseprinsipp. Sekvensering ved avvikende smeltekurve. 
-Negative og positive kontroller: Forventet resultat jf. LightCycler 480 
Brukerveiledning. 
-Dersom svar gis ut ved avvikende resultat noteres dette i kontrollogg: Kontroller 
Genanalyser. 
5. Kontinuerlig kvalitetskontroll 
Intern kvalitetskontroll -Negative og positive kontroller i alle analyser jf. LightCycler 480 
Brukerveiledning. 
Ekstern kvalitetskontroll Foreløpig ikke aktuelt. 
Kvalitetsindikatorer Foreløpig ikke aktuelt. 
6. Implementering 
Nødvendig opplæring og informasjon Foreløpig ikke aktuelt. 
Laboratoriedatasystem Foreløpig ikke aktuelt. 
Dato planlagt innført i rutinen Foreløpig ikke aktuelt. 
 
 
7. Konklusjon  
Totalvurdering av 
validering/verifikasjon 
Akseptert eller ikke tilfredsstillende. Hva må evt. endres? 
7.1 Godkjenning av valideringsprotokoll 
Utprøver Dato godkjent Signatur 
Analyseteknisk ansvarlig Dato godkjent Signatur 
Medisinskfaglig ansvarlig Dato godkjent Signatur 
Valideringsansvarlig Dato godkjent Signatur 
 
 
Merknad til / Endringer i denne utgaven 
[] 
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Vedlegg 4; Design Rapport fra LightCycler Probe Design Software 2.0; Rapport for oligonukleotidene i metoden for 
UGT1A9 c.-440C>T og c.-331T>C 
 
c.-440C>T
c.-331T>C
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 Vedlegg 5; Design Rapport fra LightCycler Probe Design Software 2.0; Rapport for oligonukleotidene i metoden 
for UGT1A9 c.-275T>A 
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Vedlegg 6; Design Rapport fra LightCycler Probe Design Software 2.0; Rapport for oligonukleotidene i metoden for 
UGT1A9 c.-2152C>T 
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